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As leveduras de cerveja não são apenas o fator chave para a fermentação da 
cerveja, mas também um elemento potencial de inovação, devido sua diversidade e 
impactos sensoriais no produto final, implicando na diversificação de produtos, tão 
exigida nessa indústria. A bioprospecção de leveduras cervejeiras, no entanto, foi 
negligenciada por muito tempo e apenas recentemente intensificada. Além disso, em 
termos de biotecnologia, sabe-se que a biodiversidade pode representar uma grande 
e valiosa fonte de novas tecnologias e que pouco se sabe sobre as aplicações 
biotecnológicas da microbioma amazônica devido à sua ampla abrangência. Para 
abordar essa lacuna, o presente estudo investiga o potencial de leveduras não-
convencionais isoladas no bioma Amazônia e outras regiões brasileiras na 
fermentação do mosto de cerveja a partir de testes de triagem: como parâmetros de 
crescimento, resistência ao etanol, floculação, consumo de carbono e investigações 
de caracterização da produção de subprodutos de fermentação por HPLC-RID e 
GC-FID. Aqui, observações empíricas mostraram aspectos das cepas como 
tolerâncias alcoólicas (entre 5 - 10% de etanol v / v), alto consumo de glucose e 
maltose, atenuações entre 50 - 60% e perfis organolépticos sublinhados pela 
produção de compostos ativos, como álcoois superiores. Portanto, salvo as 
condições de laboratório, os resultados dessas cepas sugerem fortemente como 
potenciais candidatos a cervejeiros. 
 







Brewing yeasts are not only the key factor for beer fermentation but also a 
potential element of innovation since its diversity and sensorial impacts in the final 
product, therefore implying in the product diverseness demanded in that industry. 
Brewing yeast bioprospecting research, however, is been neglected for a long time 
and just recently intensified. In addition, in terms of biotechnology, is knows that 
biodiversity could represent a huge and valuable source for new technology and that 
little is known about amazon microbiome biotechnological applications due to its wide 
scope. To address this gap, the present study investigates Amazon biome and other 
Brazilian isolated non-conventional yeasts potential on brewing wort fermentation 
from screening tests as growth parameters, ethanol resistance, flocculation, carbon 
consumption and byproducts production characterization investigations by HPLC-RID 
and GC-FID. Here, empirical observations showed strains aspects like alcoholic 
tolerances (between 5 - 10% ethanol v/v), high glucose and maltose uptakes, 
attenuations between 50 - 60%, and organoleptic profiles underline by active 
compounds production such as higher alcohols. Therefore, saved at laboratory 
conditions, those strains outcomes strongly suggest it as potential brewer 
candidates. 
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A produção de cerveja é uma atividade que passou por mudanças ao longo 
dos seus milhares de anos de história. Os processos de fermentação eram 
incipientes e, por isso, não controlados. Havia uma grande variedade de insumos, 
devido à localização e à sazonalidade de onde eram realizados. Historicamente 
houve pouco controle e a alta variabilidade de microrganismos também seguia a 
cartilha de variedade e não especificidade dos demais insumos. Afinal o controle 
microbiológico é um conceito bem mais recentemente adicionado ao processo. Hoje, 
entretanto, a tecnologia vem sendo aplicada para otimizar os processos e entregar 
qualidade e inovação para um mercado cada vez mais exigente (Fox, 2020). 
Alguns dos indicadores de como a indústria cervejeira tem mudado são as 
recentes investigações acerca de leveduras não-convencionais como agentes de 
fermentação e/ou de potencialização de aromas como diferencial em seus produtos 
(Gibson et al., 2020). As leveduras fazem muito mais pelo produto final do que 
somente a conversão de açúcares em álcool, em especial as não-convencionais, 
possibilitando a produção de novos estilos de cerveja (Canonico et al., 2020). 
O Brasil, com seus vários biomas e sua extensão continental, é reconhecido 
por ter uma das maiores biodiversidades no mundo, contendo aproximadamente de 
15 a 20% de todas as espécies da Terra (Duden et al., 2020). É, portanto, uma fonte 
gigantesca de prospecção de novas cepas de microrganismos, capazes de impactar, 
entre outras coisas, na biotecnologia desenvolvida nacionalmente. Neste trabalho, a 
partir de fontes ricas em substratos semelhantes bioquimicamente aos encontrados 
no mosto cervejeiro, foram investigadas cepas acerca da possibilidade de uso no 
processo fermentativo de cervejas. A ampla variedade de espécies devido à grande 
diversidade ambientes de origem é ponto relevante de como foi possível a 
construção desse trabalho, e razão pela qual o mesmo, e demais trabalhos com 
propostas de investigação da biodiversidade nacional, tem valor para além do 
potencial econômico, mas também de valorização simbólica. 
Para apontar características relacionadas ao potencial de uso dessas 
leveduras em processos na indústria cervejeira, é necessária a reunião de diferentes 
métodos de investigação, sejam esses de triagem e/ou caracterização de perfis não 
excludentes, ou seja, perfis que informam características, mas não necessariamente 
excluem o uso. Com esse objetivo, foi realizado um criterioso levantamento na 
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literatura científica, analisando publicações Canonico et al. (2020 e Holt et al. (2018 
e Michel (2017), que trazem informações importantes acerca de aspectos relevantes 
como viabilidade de crescimento em ambientes de fermentação cervejeira, 
tolerância alcoólica, habilidade de floculação, consumo e atenuação aparente  
analisando publicações (que serão apresentados no item 2 REVISÃO DE 
LITERATURA) de carboidratos presentes no mosto cervejeiro. 
 O presente trabalho apresenta os dados experimentais obtidos e pretende, 
a partir do processamento desses dados e da literatura, inferir quais cepas podem 




1.1 JUSTIFICATIVA  
 
Dado o aumento do segmento de mercado de produção de cervejas a 
produção científica acerca dos processos envolvidos se faz relevante atualmente. 
De acordo com dados do relatório do Kirin Holdings de 2018, o Brasil ocupou, em 
2017, a terceira posição no mundo em volume de produção cervejeira, com 
14.000.000 kL de cerveja, o que significava cerca de 7,3% da produção mundial, 
atrás apenas da China e dos Estados Unidos, com 39.788.100 kL e 21.775.300 kL 
de cerveja, respectivamente (KIRIN, 2018). Já no contexto brasileiro, o número de 
registro de produtos concedidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento (MAPA), no ano de 2019, foi de aproximadamente 9950, para cerveja 
e chope (MAPA, 2019). Um setor de tanta expressão que, em 2019, ganhou 
reconhecimento do governo brasileiro, sendo instalada no MAPA a Câmara da 
Cerveja, com objetivo de consolidar o mercado (Lima, 2019). 
A identificação de novas espécies de leveduras cervejeiras foi, por algum 
tempo, negligenciada diante à prospecção e à otimização do uso de outros 
ingredientes relacionados à bebida, como diversas composições de malte, lúpulos e 
outros adjuntos agrícolas (Osburn et al., 2018). Entretanto, recentes investigações 
têm focado na prospecção de cepas não-convencionais como fonte ampla e diversa 
para produção de novos estilos, bem como em responder à crescente demanda por 
inovação e eficiência no mercado cervejeiro (Canonico et al., 2020).  
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Diante desse cenário, o presente trabalho tem como foco de pesquisa 
contribuir com a elucidação do potencial de cepas de leveduras não-convencionais 
isoladas de matrizes brasileiras para a indústria cervejeira, promovendo valorização 





1.2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar o potencial de leveduras não-convencionais isoladas de matrizes 
brasileiras para fermentação de mosto cervejeiro. 
 
1.2.2 Objetivos específicos 
 
 Isolar leveduras a partir de matrizes brasileiras; 
 Realizar triagem das cepas quanto à assimilação de carboidratos; 
 Realizar triagem das cepas quanto a sua velocidade de crescimento; 
 Avaliar o crescimento das cepas de leveduras frente ao estresse alcoólico; 
 Avaliar as cepas de leveduras quanto à assimilação de melibiose; 
 Determinar o perfil de floculação das cepas em estudo; 
 Analisar o perfil de consumo de carboidratos fermentescíveis das cepas em 
mosto cervejeiro na fase de fermentação primária; 
 Analisar os perfis de produtos de fermentação primária das cepas em mosto 
cervejeiro;  
 Determinar o perfil de atenuação das cepas em mosto cervejeiro; 
 Avaliar o potencial de uso das cepas como agentes de fermentação 




        
 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 MICROBIOLOGIA CERVEJEIRA 
2.1.1 Leveduras cervejeiras 
 
Leveduras são fungos unicelulares, com diâmetro entre 5-10 μm e formato 
esférico a oval, amplamente explorados e um dos grupos de microrganismos 
economicamente mais importantes do ponto de vista biotecnológico. O gênero 
Saccharomyces, um dos mais intensamente estudados, é o principal agente de 
fermentação no processo cervejeiro (Boulton; Quain, 2008), convertendo o açúcar 
disponível no mosto em etanol, dióxido de carbono e uma série de compostos 
secundários importantes na composição do produto final (Speers & Forbes, 2015). 
Há milhares de anos, as leveduras são usadas para fermentar bebidas, tais 
como vinho e cerveja. O primeiro documento encontrado que apresenta o processo 
para obtenção de uma bebida próxima à cerveja foi escrito pelos Sumérios há 6000 
anos (Michel, 2017); já o uso de leveduras para se obter algo parecido com o que 
conhecemos hoje como vinho data do período Neolítico, pelo menos 9000 mil anos 
atrás na China (Duan et al., 2018). A domesticação de espécies de leveduras foi 
intensa e levou à especialização de cada cepa ao seu uso. Em diferentes regiões do 
mundo, seja na fermentação de alimentos ou bebidas, a domesticação nos trouxe a 
um estado em que a diferenciação entre leveduras associadas ao homem e 
leveduras selvagens pode ser nitidamente observada filogeneticamente (Fay; 
Benavides, 2005). 
 No que diz respeito a leveduras cervejeiras, a especialização nos levou a 
classificá-las basicamente em dois grupos: leveduras ale e leveduras lager, relativos 
às características de fermentação, como faixas de temperaturas, perfis de 
assimilação de carboidratos e também características de ancestralidade filogenética. 
As fermentações e as cervejas, por consequência, também têm a classificação ale e 
lager, relacionada ao tipo de levedura utilizada; entretanto, podem também ser 
classificadas em termos como fermentação primária: fase principal de fermentação, 
de propagação a fermentação; fermentação secundária: segunda fermentação, 
pelas mesmas cepas ou não, geralmente relacionada à maturação da cerveja 
(Petelkov et al., 2020); ou fermentações mistas, espontâneas e co-fermentações: 
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quando, a princípio, não é utilizada uma única cultura de células (Capece et al., 
2018;  Holt et al., 2018; Michel, 2017 e Canonico et al., 2017). 
De acordo com a classificação ale vs lager, em relação às diferenças 
fenotípicas, cepas ale apresentam temperatura de fermentação entre 18-25 ºC, 
temperatura possível de propagação de 37 ºC ou mais, e geralmente não são 
capazes de assimilar o dissacarídeo D-melibiose (α-D-galactose-(1 6)-D-glucose). 
Cepas lager, por outro lado, apresentam temperatura de fermentação entre 8 - 15 
ºC, temperatura ótima de propagação abaixo de 34 ºC, e geralmente são capazes de 
assimilar D-melibiose (Stewart, 2017). 
A faixa de baixas temperaturas (8 - 15 ºC), relacionadas às leveduras lager, 
estaria relacionada a sua ancestralidade híbrida, herdando um perfil criofílico de 
Saccharomyces eubayanus combinado à capacidade fermentativa e de utilização de 
açúcares de S. cerevisiae (Hebly et al., 2015; Krogerus et al., 2017). Com a 
domesticação de leveduras não-convencionais e prospecção de outras espécies, a 
distinção entre ale e lager baseada na assimilação ou não-assimilação de melibiose 
tem se tornado cada vez menos relevante, apesar de ainda utilizada - como veremos 
mais adiante ao falarmos sobre melibiose. 
Outra característica comumente discutida para diferenciar cepas ale e lager é 
a localização das células durante o processo de fermentação. Cepas ale, devido a 
diferenças fisiológicas, apresentariam uma superfície mais hidrofóbica e, por isso, 
seriam mais suscetíveis a aderir a bolhas de dióxido de carbono, se localizando 
principalmente no topo do meio fermentativo, enquanto cepas lager floculariam e 
sedimentariam durante o processo, permanecendo principalmente na base do reator 
(Dengis et al., 1995). Entretanto, o uso de fermentadores cilíndricos e a seleção 
artificial fizeram com que algumas cepas ale demonstrassem comportamento 
esperado de lager, enfraquecendo esse fator de comparação (Boulton; Quain, 2008). 
De uma perspectiva filogenética, as leveduras ale representam um grande 
espectro de linhagens de S. cerevisiae com distinções genotípicas significativas 
entre si, tanto dentro do grupo de linhagens já domesticadas quanto no de linhagens 
selvagens (Gallone et al. 2016; Gonçalves et al., 2016). A grande variedade de 
linhagens favorece a diversidade de metabólitos secundários, resultando em 
diferentes impactos sensoriais, em especial em cervejas, independentemente de 
outros insumos aplicados. Exemplo disso é a seleção de leveduras capazes de 
descarboxilar o 4-vinil guaiacol (4VG), um aroma indesejável derivado do ácido 
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ferúlico, cuja descrição sensorial remete à luva cirúrgica; a ocorrência desse tipo de 
fenótipo, que está relacionada a dois genes (PAD1 e FDC1), é observada 
principalmente em indústrias, como a cervejeira, porém não em isolados usados 
para transformação de biodiesel ou não-industriais (Gallone et al., 2016 e Gonçalves 
et al., 2016).  
Por outro lado, as diferentes linhagens lager (S. pastorianus) se diferem por 
serem resultado de hibridização interespécies de S. cerevisiae e S. eubayanus 
(Salazar et al., 2019), portanto precedidas pelas linhagens ale. A hibridização 
espontânea entre essas duas espécies é uma das principais teorias quanto à 
ancestralidade dessa espécie desde a descoberta da S. eubayanus (Libkind et al., 
2011), e é fortalecida após a identificação de evidências que defendem que os 
grupos distintos de S. pastorianus, Saaz e Frohberg – distinção referente à 
subdivisão geneticamente distinta de linhagens lager usadas na indústria cervejeira 
moderna (Smart, 2017) – são originados de um mesmo evento de hibridização, 
possuindo um mesmo ancestral comum (Salazar et al., 2019).  
 
2.1.2 Leveduras não-convencionais 
 
Apesar da nítida domesticação de leveduras desde períodos pré-históricos, 
essa não é a explicação definitiva responsável pela especialização de leveduras 
para o que temos hoje na indústria cervejeira. É colocada em discussão a 
divergência neutra, que não contrasta necessariamente com a seleção artificial por 
nicho (domesticação), e sim adiciona informações importantes como a seleção 
natural por isolamento geográfico e a dispersão limitada (Goddard & Greig, 2015; 
Warringer et al., 2011). A partir disso, não só S. cerevisiae ou S. pastorianus 
estariam hábeis como potenciais agentes de fermentação de cervejas; afinal, outras 
espécies podem ter sofrido seleção natural compatível com o processo cervejeiro – 
degradação de fonte rica em amido, tolerância e produção de álcool, capacidade de 
floculação, altas taxas de crescimento em propagação, por exemplo. Essa é uma 
ideia básica que impulsiona a bioprospecção e importante ao falar sobre leveduras 
não-convencionais na indústria cervejeira.  
Bioprospectar esses microrganismos, com potencial cervejeiro, é uma 
prática intensificada nos anos recentes, visto que o mercado vem apresentando 
crescimento significativo nas duas últimas décadas (Callejo et al., 2020). Com uma 
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grande variedade de tipos de cerveja, desde cervejas com baixa 
caloria/concentração de álcool a cervejas fermentadas de maneira espontânea ou 
com agentes fermentadores (leveduras) extras para potencialização de compostos 
ativos de impacto sensorial (Sannino et al., 2019).  
O perfil desses organismos geralmente apresenta baixas atenuações e 
baixas tolerâncias ao etanol; entretanto, eles são capazes de destacar 
características organolépticas, como textura e impacto, nos aromas constituintes do 
bouquet do produto final (Sannino et al., 2019); o que se aplica, por exemplo, a 
várias espécies não-Saccharomyces capazes de produzir maiores concentrações de 
aromas do que Saccharomyces (Gamero et al., 2016). Por isso, um dos fatores 
determinantes para seleção desses organismos é quanto ao perfil de componentes 
ativos, que tem impacto sensorial aromático no produto final (Canonico et al., 2020; 
Holt et al., 2019; Michel, 2017; Sannino et al., 2019; Steensels et al., 2015). 
A variedade de leveduras investigadas pela academia e pela indústria só 
tem aumentado, direcionando atenção para gêneros antes não associados à 
fermentação de cervejas, como Pichia, Saccharomycodes, Zygosaccharomyces, 
Scheffersomyces, Hanseniaspora, Torulaspora e Cyberlindnera (Sannino et al., 
2019). 
Um ponto de grande relevância para investigação e aplicação dessas 
leveduras não-convencionais é quanto à origem delas. Gamero et al. (2016) e Michel 
(2017) separam as formas de prospecção desses microrganismos em quatro 
principais vias: (i) uso da biodiversidade natural, (ii) seleção artificial, (iii) evolução 
direcionada ou (iv) modificação genética. O uso da biodiversidade natural, no 
contexto de bioprospecção para a indústria cervejeira, – base para a produção 
desse trabalho – consiste na investigação de cepas que possam ter se adaptado a 
ambientes onde a capacidade de fermentar o mosto cervejeiro coincide com a 
utilização da sua fonte natural de carbono (Gamero et al., 2016). Dessa forma, 
leveduras obtidas a partir de fontes ricas em carboidratos similares aos presentes no 
mosto cervejeiro – como frutos, tubérculos, raízes e grãos -, e até mesmo 
microrganismos usualmente considerados “contaminantes”, encontrados durante o 
processo cervejeiro, são candidatas a triagem para o processo cervejeiro (Michel, 
2017).  
A seleção artificial consiste no uso de técnicas de indução humana a fim de 
provocar mudanças no genoma do indivíduo, mais geral que a modificação genética. 
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Nesse caso, a prospecção de leveduras cervejeiras poderia ser feita a partir de 
mutagênese, hibridização sexual, hibridização assexual ou por engenharia evolutiva, 
para que se obtivessem novos fenótipos e que, os de interesse pudessem ser 
selecionados, como melhor estabilidade genotípica – instabilidade genotípica pode 
causar perda de habilidades fermentativas importantes em gerações (Pérez-Través 
et al., 2012) -, mais rápidas absorções de carboidratos, uso otimizado de nutrientes, 
etc (Mertens et al., 2015; e Skała; Kotylak, 1984 e Winston, 2008). 
Já a evolução direcionada, também descrita como adaptativa ou evolução 
experimental (Butler et al., 1996), consiste na submissão de uma população de 
leveduras, com métodos de adaptação, a ambientes que proporcionem o 
aparecimento ou a expressão de propriedades desejadas como, por exemplo, a 
assimilação de um carboidrato específico ou a tolerância a algum composto de 
interesse; as mutações espontâneas diante desse determinado ambiente levam, em 
gerações, a diferentes desempenhos, que podem ser avaliadas e selecionadas para 
o uso na indústria (Butler et al., 1996 e Elena; Lenski, 2003). 
Por último, a prospecção por modificação genética envolve o uso de técnicas 
para a manipulação do material genético usando, por exemplo, técnicas de edição 
de DNA, seja para a otimização do genoma de uma cepa em específico ou para a 
edição com o material genético de outros indivíduos a fim de se alcançar fenótipos 
como maiores atenuações, resistências, e produção de compostos ativos, entre 
outros (Michel (2017).  
Após definição do método pelo qual a levedura será prospectada, restam os 
aspectos que podem selecionar ou não cepas quanto aos potenciais de aplicação na 
indústria e o tipo de aplicação em que essas podem ser submetidas. Quanto aos 
aspectos de triagem, alguns se destacam, como veremos a seguir nesse trabalho, 
como a utilização de carboidratos presentes no mosto cervejeiro e também a 
tolerância alcoólica dessas leveduras, uma vez que o etanol é tóxico às células e 
letal em determinadas concentrações (Michel, 2017).  
Já em termos de possibilidades de aplicação dessas leveduras não-
convencionais na indústria, as opções se concentram basicamente em serem 
usadas como agente de uma fermentação completa, com atenuação de 70-85% de 
mostos cervejeiros com densidade padrão, expressa em 12 graus Plato (°P), ou de 
densidades maiores (13-22 °P), tal qual leveduras convencionais (Annemüller et al., 
2008; Michel, 2017, Stewart et al., 2013 e Walker & Stewart 2016). Há também a 
9 
        
 
possibilidade da aplicação com o objetivo de alcançar cervejas sem ou com pouca 
produção de álcool, como é o exemplo do uso recente da Saccharomycodes ludwigii 
(Romano et al., 1999 e De Francesco et al., 2015); ou ainda, a possibilidade do uso 
como agente de potencialização dos compostos ativos a partir de pré-fermentações 
(fermentação antes da fermentação principal pela levedura convencional), 
fermentações mistas (quando as leveduras não-convencionais são inoculadas junto 
às convencionais), ou em pós-fermentações (fermentações após a fermentação 
principal, podendo se estender ao processo de maturação)  - esse último, um 
exemplo de como são usadas cepas de Brettanomyces bruxellensis em diversos 
estilos, principalmente belgas (Vanderhaegen et al, 2003).  
 
2.1.3 Cinética de fermentação 
 
Um fator importante em fermentação é a cinética do processo, ou seja, a 
velocidade com que as reações de biotransformação ocorrem. A fermentação de 
cervejas ocorre, geralmente, em condições de batelada, apesar de existirem outros 
modelos de fermentação (Pham et al., 2010). A fermentação em batelada consiste 
em um sistema fechado onde há a suplementação inicial e limitante de nutrientes. É 
nesse sistema que as leveduras devem se multiplicar, em propagação, 
principalmente na fase log do crescimento, onde podemos calcular a taxa específica 
máxima de crescimento, μmax (h-1) (Stanbury, 2017).  
Quando se trata do controle de qualidade de produção de leveduras, vários 
parâmetros são levados em consideração, como estabilidade de armazenamento, 
resistência a condições de temperatura etc. Mais especificamente para leveduras 
cervejeiras, a capacidade de fermentação é um parâmetro essencial. Dentro da 
eficiência de fermentação visando o produto final, o μmax é um fator chave, uma vez 
que tem relação direta com a taxa de biomassa do sistema, ou seja, a velocidade de 
formação de biomassa, sendo uma variável importante para otimização do processo 
de fermentação, ou seja, quanto maior for a taxa específica máxima de crescimento, 
menor o tempo do processo (Van Hoek et al., 1998 e Sampaio et al., 2017). 
 
2.1.4 Tolerância Alcoólica 
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Primordialmente, o objetivo da fermentação cervejeira é a conversão dos 
carboidratos fermentescíveis do extrato complexo (mosto) em etanol e a produção 
de compostos voláteis com impacto sensorial (Smart, 2017). O etanol, entretanto, 
apesar de produzido pelas leveduras, é tóxico a esses microrganismos e pode 
exercer papel deteriorante durante e pós-fermentação. A síntese desse álcool é 
realizada dentro da célula e sua excreção se dá por difusão pela membrana celular. 
A síntese, que atinge seu ápice durante a fermentação em si – no metabolismo 
anaeróbico – e que pode significar uma alta concentração no citosol, devido a uma 
maior taxa de produção do que de difusão desse composto químico (D’Amore et al., 
1988).  
Dentre os efeitos danosos do etanol às células de leveduras, apresentados 
na TABELA 1, baseada em Smart (2017), destaca-se a sua característica 
mutagênica, sobretudo no DNA mitocondrial. O dano causado pode se tornar 
permanente e se perpetuar em gerações seguintes, no caso de reutilização de 
leveduras em processos sequenciais de fermentação (Smart, 2017). 
 
TABELA 1 – EFEITOS DANOSOS DO ETANOL EM LEVEDURAS. 
Efeitos Referência 
Inibição do crescimento e redução do tamanho de células Canetta et al., 2006 
Redução da viabilidade celular, especialmente por efeito 
mutagênico no metabolismo respiratório Cheung et al., 2012 
Redução da respiração e da assimilação de glucose Pascual et al., 1988 
Redução da fermentação Fernandes et al., 1997 
Inativação enzimática, modificações lipídicas e perda de 
força próton motriz na membrana celular 
Mizoguchi & Hara, 1997 e Petrov; 
Okorokov, 1990 
Aumento da permeabilidade da membrana celular Marza et al., 2002 
Diminuição do pH citoplasmático e indução de mutantes 
respiro-deficientes. 
Chi & Arneborg, 1999; Ibeas & Jimenez, 
1997 e Jiménez et al., 1988 
FONTE: Adaptado de Smart (2017). 
 
A tolerância ao etanol é um fator de ampla variedade entre espécies de 
leveduras, relacionado à grande variedade de conformações e composições de 
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membranas – principal sítio de dano pelo álcool – e também à quantidade de etanol 
que poderá ser produzido até o final do processo fermentativo (Michel, 2017). Diante 
disso, se torna imprescindível a utilização de leveduras com tolerâncias adequadas 
aos métodos de produção, em fermentações primárias e principalmente 
sequenciais/secundárias – requeridas após a fermentação principal ou durante a 
maturação, a fim de atingir características sensoriais diferentes e/ou mais evidentes 
(Holt et al., 2018)(Michel, 2017 e Smart, 2017). A média de concentração de etanol 
em cervejas produzidas a partir de mostos de 12 °P é de 5% v/v (D’Amore et al., 
1988). 
É importante destacar, entretanto, que o grande foco da literatura acerca dos 
efeitos danosos e limitantes do etanol, até tempos recentes, esteve diante de cepas 
de S. cerevisiae. Isso pode indicar uma ampla possibilidade de prospecção de novas 
espécies com propriedades de membrana que podem variar significativamente – 
principalmente por conta da divergência evolutiva – de cepas de S. cerevisiae. Da 
mesma forma é sabido que cepas de espécies de fermentação lager possuem 
respostas diferentes a estresse ambiental, sobretudo no que diz respeito a 
temperaturas (Smart, 2017).  
 
2.1.5 Floculação  
 
A floculação é um fenômeno de agregação celular não-sexual em que 
células formam aglomerados a partir de estruturas de superfície das paredes 
celulares, chamadas floculinas (lectinas). Há uma relação direta entre sua proporção 
na superfície celular e a habilidade de floculação da cepa. A habilidade de floculação 
é chave para o processo de produção na indústria de bebidas: uma baixa floculação 
pode ter influência negativa no processo de downstream, uma vez que a floculação 
acelera o processo de decantação, e, por isso também, na possibilidade de uma 
segunda fermentação, dificultada pela presença excessiva de células em suspensão 
provenientes da primeira biotransformação. Por outro lado, uma habilidade 
excessiva nessa interação pode contribuir para uma floculação prematura, 
prejudicando o processo de fermentação e levando à reabsorção insuficiente de 
dicetonas vicinais, como o diacetil (Boulton, 2017). 
Esse processo deve ser entendido, principalmente, como um processo de 
adaptação ao estresse, uma vez que a formação desses aglomerados contribui para 
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a manutenção e a sobrevivência dos indivíduos, sobretudo na parte interna dos 
flocos. Os fatores que influenciam a floculação são variados e compreendem desde 
aspectos físico-químicos, como agitação mecânica, pH, temperatura, 
hidrofobicidade, oxigênio e/ou etanol, a fatores genéticos (Powell et al., 2003  e 
Verstrepen et al., 2003). Destacaremos aqui os parâmetros mais bem explorados na 
literatura, relacionados à disponibilidade de açúcar, influência do cálcio e a fatores 
genéticos. 
A disponibilidade de açúcar no meio é um ponto fundamental para o início do 
processo de floculação. Enquanto a disponibilidade é alta, as células se dispersam 
no meio, assegurando o acesso e o consumo eficiente da fonte de carbono, 
principalmente por meio da ligação de açúcares, como glucose e maltose, às 
lectinas. Por outro lado, na escassez de açúcares fermentescíveis no ambiente, as 
leveduras se aglomeram a fim de otimizar seu metabolismo, pelas vantagens para 
sobrevivência que essa forma de organização possibilita (Boulton, 2017). Como por 
exemplo, quando células dentro da aglomeração morrem e entram em autólise, 
podem servir como fonte de nutrientes para as outras (Jin; Speers, 2000) ou a 
proteção ao estresse do meio às células no interior do agregado celular (Rose,1984 
e Rossouw et al.,2015) . 
Quanto ao íon de cálcio Ca2+, ele é fator limitante da floculação, uma vez 
que o processo é cálcio-dependente. As estruturas de lectina só se conectam a 
outras estruturas celulares como mananas e/ou glucanas, formando as ligações para 
agregação, na presença de Ca2+ (Stewart, 2018). Por isso, vários cátions, como 
Ba2+, Sr2+ e Pb2+, são capazes de inibir a floculação por competirem com os íons de 
cálcio pelos pontos de ligação. O ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), com 
sua função quelante, é agente comum de métodos para desflocular leveduras a fim 
de medir níveis de floculação, em oposição à saturação de Ca2+ para obter o efeito 
contrário (D’Hautcourt; Smart, 1999). 
Já em relação a fatores genéticos, a floculação parece estar mais 
diretamente ligada à presença dos genes FLO, relacionados principalmente à 
produção e à regulação de floculinas, incluindo o fenótipo NewFLO, diferente pela 
interação das floculinas com um número maior de açúcares, e os genes do fenótipo 
MI (insensível a manose), relacionados a ligações proteína-proteína entre células, 
como resumido na TABELA 2, baseada em Stewart (2018) e Bester et al. (2006).  
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TABELA 2 – GENES RELACIONADOS À FLOCULAÇÃO 
Genes Característica Carboidratos que inibem a floculação 
FLO1, FLO5, FLO9 e FLO10 Produção de floculinas Apenas manose 
FLO8 Regulação de genes FLO Não conhecido 
Lg-FLO1 Fenótipo NewFLO Manose, glucose, sacarose, maltose e maltotriose 
FLO11 Formação em cadeia, pseudohifa Sem inibição por açúcares  
FLONL e FLNS Fenótipo similar a NewFLO Manose, glucose, sacarose, maltose, maltotriose e galactose 
Não conhecidos e raros 
Insensível a manose (MI) e 
floculação independente de 
cálcio 
Sem inibição por açúcares 
FONTE: Adaptado de Bester et al. (2006), Boulton (2017) e Stewart (2018). 
 
 
2.2 BIOQUÍMICA CERVEJEIRA 
2.2.1 Composição do mosto Cervejeiro 
 
O principal processo na produção de cerveja é a biotransformação dos 
açúcares fermentescíveis contidos no mosto, principalmente, em etanol e dióxido de 
carbono. Sendo a atenuação aparente, parâmetro que descreve a conversão desses 
açucares em etanol (Evans; Hamet, 2005) –. O mosto é composto a partir dos 
produtos solúveis dos cereais maltados utilizados e dos demais ingredientes 
cervejeiros, como lúpulo e adjuntos (Wolfgang, 2019). O mosto cervejeiro, se 
comparado com outros meios de fermentação de álcool, como de vinhos e cidras, 
por exemplo, é muito mais complexo, contemplando uma grande diversidade de 
açúcares, aminoácidos, peptídeos, proteínas, vitaminas, íons, ácidos nucléicos, 
entre outras moléculas (Stewart, 2017). 
No que diz respeito aos carboidratos presentes no mosto, estes são 
solubilizados e hidrolisados por enzimas produzidas durante a germinação dos 
grãos. Esses grãos contribuem com amido – 70 a 85% de sua composição – que, 
em grande parte, sofrerá degradação catalisada pelas enzimas α- e β-amilases. 
Desse modo é gerado principalmente maltose, seguido de uma proporção menor de 
maltotriose e glucose, além de dextrinas remanescentes (Vidgren, 2010; Wolfgang, 
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2004). O perfil e a proporção de carboidratos presentes no mosto são apresentados 
na TABELA 3 baseada em Stewart (2009). 
 
TABELA 3 – COMPOSIÇÃO DO MOSTO CERVEJEIRO. 
Carboidrato % na composição 
Glucose 10 – 15 
Frutose 1 – 2 
Sacarose 1 – 2 
Maltose 50 – 60 
Maltotriose 15 – 20 
Dextrinas 20 – 30 




Apesar de ser apenas o terceiro sacarídeo mais abundante no mosto 
cervejeiro, normalmente, leveduras consomem, em ordem de prioridade, glucose, 
frutose, sacarose – com sobreposições entre esses três primeiros -, maltose e 
maltotriose (Stewart, 2009). O fato da glucose ser a fonte de carboidrato preferencial 
de leveduras faz com que esse monossacarídeo seja um fator limitante para a 
assimilação dos demais oligossacarídeos presentes, já que o consumo dele será 
priorizado (Stewart, 2009 e Vidgren, 2010).  
Um ponto chave para a capacidade de assimilação da glucose, ou qualquer 
outro mono- ou oligossacarídeo, está em como essas moléculas são transportadas 
para dentro das células, mais especificamente, como esse transporte é feito através 
da membrana plasmática. Os monossacarídeos glucose e frutose tem sua 
assimilação mediada nas células de leveduras pela família de transportadores das 
hexose permeases (HXT), que facilitam a difusão desses monossacarídeos 






        
 
FIGURA 1 – ASSIMILAÇÃO DE OLIGOSSACARÍDEOS DO MOSTO EM LEVEDURA  
 
FONTE: Modificado a partir de Michel, 2017. 
 
Diante da facilidade de assimilação de glucose pelas leveduras em relação à 
assimilação de maltose, por exemplo, uma concentração alta de glucose poderia 
atrasar significativamente o processo de fermentação. É necessário lembrar, 
entretanto, que o processo de produção de cerveja possui dois estágios de 
metabolismo energético, que estão diretamente relacionados com as condições de 
oxigênio e disponibilidade de fontes de carbono, a respiração e fermentação.  
As duas vias energéticas podem ocorrer separadamente (Crabtree negativo) 
ou simultaneamente (Crabtree positivo) a depender da capacidade da levedura. Em 
leveduras Crabtree negativas, a fase log do crescimento microbiano é caracterizado 
principalmente pela multiplicação celular, usando como via energética principal a 
respiração aeróbia, que consome principalmente oxigênio, usualmente proveniente 
da oxigenação artificial do mosto, e glucose do sistema. Nessa fase de multiplicação 
celular intensa, temos a fase aeróbica do processo, até que, se alcance o consumo 
total do oxigênio e se altere a via energética para a fermentação em si. É então na 
fase anaeróbica, fase estacionária do crescimento celular, que os carboidratos 
fermentescíveis são biotransformados em etanol e dióxido de carbono (Ata et al., 
2018).  
Já leveduras com fenótipo Crabtree positivo, como Saccharomyces 
cerevisiae, a fase log do crescimento apresenta característica respiro-fermentativa, 
onde a via de fermentação é alcançada, simultaneamente com a respiração celular, 
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ainda durante a fase log do crescimento celular (Ata et al., 2018 e Wolfgang, 2019), 
produzindo uma quantidade de biomassa menor que as Crabtree negativas, 
entretanto com fermentação alcoólica adiantada (Dashko et al., 2014). 
O processo de crescimento intenso da fase log, em ambos fenótipos de 
metabolismo energético citados anteriormente, pode equilibrar o consumo, onde a 
assimilação de maltose não seja limitada, uma vez que a assimilação de glucose 
será priorizada. Porém, ainda assim, o uso de adjuntos que aumentam a proporção 
de glucose – usados comumente para diminuir os custos - pode levar ao atraso da 
assimilação de maltose e, por consequência, o prolongamento do processo de 
fermentação (Boulton, 2017). 
 
2.2.3 Maltose e Maltotriose 
 
A maltose, resultado da ligação de duas moléculas de glucose por uma 
ligação glicosídica α-(1,4), é obtida a partir da degradação do amido (Ouellette, R. J. 
& Rawn, 2018), assim como a maltotriose, um oligossacarídeo formado por três 
moléculas de glucose em ligação glicosídica α-(1,4’). O consumo de maltose, como 
citado anteriormente, é limitado na presença de glucose no meio fermentativo, 
iniciando sua assimilação pela célula quando aproximadamente 60% da glucose já 
fora utilizada (D’Amore et al.,1989).  
Todavia, a maltose é o carboidrato mais abundante no mosto cervejeiro 
(Stewart, 2009), portanto a assimilação desse dissacarídeo é essencial para a 
eficiência da conversão do extrato.  
Os loci MAL são um dos principais conjuntos de genes relacionados com a 
assimilação da maltose, compreendendo três genes importantes:  MALx1 e MALx2, 
responsáveis pela codificação de transportador e enzima hidrolítica, 
respectivamente, e MALx3, que produz promotor para a transcrição dos dois 
primeiros genes (Boulton, 2017 e Charron et al., 1989). É também um ponto 
referencial de como as leveduras cervejeiras se adaptaram à domesticação; 
leveduras ale, apresentam alterações genotípicas como um forte incremento no 
número de genes MAL, resultado de múltiplas cópias de cromossomos (Gallone et 
al., 2016 e 2017; e Gonçalves et al., 2016). 
De um ponto de vista bioenergético, os transportadores de maltose e 
maltotriose tem por característica o consumo de energia (ATP) para a assimilação 
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desses oligossacarídeos (Michel, 2017), o que não é o caso para glucose, como já 
mencionado antes (item 2.2.2 e Figura 1). Esse é um dos motivos pelo qual a 
eficiência dos transportadores desses oligossacarídeos é um fator tão relevante, 
afinal a baixa eficiência de transportadores pode significar baixa assimilação de 
maltose e maltotriose. 
Essa eficiência é um fator comercial importante, uma vez que a composição 
do mosto cervejeiro conta com a maltotriose como o segundo carboidrato mais 
abundante (Boulton, 2017). Entretanto, enquanto a capacidade de assimilação de 
maltose é um dos principais requisitos para uma levedura cervejeira, a habilidade de 
utilização de maltotriose aparece como muito variada, de severas dificuldades até o 
uso eficiente, entre espécies (Dietvorst et al., 2005). 
Assimilação de maltotriose é um dos principais fatores desejáveis a se 
observar quando é realizada a prospecção de leveduras para fins na indústria 
cervejeira. Porém, é uma característica difícil de encontrar na natureza. Entre os 
principais resultados de mutações que prejudicam a fermentação de mosto 
cervejeiro – como deficiência respiratória e troca entre fenótipo floculento e não-
floculento – está justamente a perda de habilidade de assimilação de maltotriose 
(Stewart, 2009). Uma explicação para esse fenômeno está no fato de que maltose e 
maltotriose compartilham entre si várias proteínas de transporte, mas que são mais 
eficientes para maltose. Assim, a limitação de transportadores e a baixa eficiência 
são um fator chave na assimilação de maltotriose (Han et al.,1995). 
Em resumo, um fenótipo importante para fermentação do mosto cervejeiro 
seria a habilidade de fermentar completamente a maltose e uma certa habilidade de 
fermentar maltotriose, contribuindo não só com uma conversão mais eficiente do 
extrato em etanol, mas também agindo diretamente em fatores de impacto sensorial, 
como o dulçor e perfil de voláteis a serem formados (Sampaio et al., 2017). Os 
impactos do consumo de maltose na produção de compostos voláteis é percebido, 
porém ainda não completamente claros; uma possibilidade levantada é que o 
metabolismo de maltose, em diferentes níveis, pode produzir diferentes níveis de 





        
 
A melibiose é um dissacarídeo formado pela ligação α-(1-6) das moléculas 
de D-galactose e D-glucose.  No passado, a assimilação de melibiose era um fator 
chave para taxonomia de leveduras cervejeiras, classificadas em melibiase-
negativas para leveduras da espécie S. cerevisiae, por tanto, leveduras do tipo ale; e 
melibiase-positivas para leveduras do S. pastorianus, ou do tipo lager (Sampaio et 
al., 2017). 
Os métodos utilizados para fazer distinções entre leveduras ale e lager a 
partir da assimilação de melibiose partem da habilidade de leveduras da espécie S. 
pastorianus (lager) de produzir a enzima extracelular α-galactosidase – chamada 
também de melibiase e codificada pelo gene MEL1 -, enquanto que leveduras de 
espécie S. cerevisiae (ale) não possuem essa habilidade (Gallone et al., 2017). 
Esses métodos fenotípicos de distinção entre ale e lager têm grande importância e 
abrangência na indústria cervejeira. No entanto, a rigor, têm sido questionados 
quanto a serem ou não suficientes para determinar essa distinção (Gallone et al., 
2017). 
Apesar de serem métodos que respondem bem para as espécies citadas, 
uma vez que as leveduras ale e lager são do gênero Saccharomyces (Nakao et al., 
2009) não é claro se abrangem outras espécies que já são, ou possam vir a ser, 
utilizadas para o processo de produção de cervejas. Além disso, um estudo do 
sequenciamento de 157 cepas de S. cerevisiae, incluindo 102 cepas de indústria 
cervejeira, 12 cepas de vinho, 7 de saquê, entre outras, demonstrou que pelo menos 
10 das cepas utilizadas na indústria cervejeira eram para produção de cervejas 
lager, perfil até então relacionado a leveduras da espécie S. pastorianus (Gallone et 
al., 2016). Essas incertezas, somadas a estratégias de otimização da indústria, 
como grandes fermentadores cilindro-cônicos que induzem leveduras ale a 
sedimentação, minam a distinção a partir de um só método fenotípico de uma 
classificação que abrange várias características (Deak, 2007; Gallone et al., 2017) 
Diante disso, além da avaliação da assimilação de melibiose, e mesmo para 
diferenciação de linhagens dentro da espécie S. pastorianus, são recomendados 
outros meios para identificar características de cada cepa, como o perfil de 




        
 
2.2.5 Produção de Etanol 
 
O etanol é o principal produto de vários processos industriais fermentativos, 
sobretudo de bebidas fermentadas. A exploração de microrganismos para a 
produção desse composto data das civilizações mais antigas, mesmo sem a ciência 
sobre eles. A produção era dirigida pelos benefícios que já se constatavam, como 
aumento de tempo de validade, auxílio na digestão e efeito euforizante (Alba-lois et 
al., 2010). Apesar da produção ser realizada há milênios, as rotas bioquímicas para 
a obtenção do etanol por leveduras só foram elucidadas no século XX (Bennetzen & 
Hall, 1982 e Schmitt et al., 1983). 
Após a fase respiratória ou respiro-fermentativa, considerando o efeito 
Crabtree, no ambiente já sem oxigênio (anaeróbio), a glicólise converte os açucares 
fermentescíveis em piruvato, que por sua vez entra em uma rota exclusivamente 
fermentativa.  A partir desse ponto, o piruvato é convertido em acetaldeído em uma 
reação catalisada pela enzima piruvato descarboxilase, para que seja então 
convertido em etanol pela ação da enzima álcool desidrogenase (ADH). Essa última 
enzima é essencial para o processo, não apenas para a catalisação da conversão 
em etanol em si, mas por ser limitante e/ou potencializadora desse processo, uma 
vez que é codificada por sete genes em S. cerevisiae, em múltiplas cópias, e 
representa um papel fundamental no potencial de atenuação de uma cepa (Dzialo et 
al., 2017 e Sampaio et al., 2017).  
Das principais enzimas relacionadas à produção de etanol, três se 
destacam. A primeira, produzida a partir do gene Adh1, é responsável pela 
conversão em etanol e formação de NAD+. Adh2 é um gene de manutenção ativo na 
ausência de glucose e responsável pela oxidação de etanol como fonte de carbono. 
Adh3 é ativo tanto na produção quanto na utilização de etanol, porém é expresso em 
mitocôndria, com função principal de manter o balanço redox (Bakker et al., 2001, 
Leskovac et al., 2002 e De Smidt et al., 2012). 
Contraditoriamente, quando se trata da produção de etanol, o 
desenvolvimento de tecnologias objetiva desde alcançar-se maiores concentrações 
possíveis de etanol até obter produtos com a menor concentração possível dele. Por 
exemplo, o uso de fontes elétricas, por meio de eletrodos, ao cultivo de S. cerevisiae 
para alcançar maior e mais rápida produção de etanol (Mathew et al., 2015), e a 
fermentação de bebidas com concentração reduzida do composto, (sem álcool ou 
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com pouco álcool) resultado de demanda de mercado, seja por questões de saúde 
ou econômicas — em muitos países, impostos de consumo incidem sobre produtos 
baseando-se na concentração de álcool (Dzialo et al., 2017). 
 
2.2.6 Metabólitos secundários da fermentação 
 
Além da fermentação alcoólica, a produção de compostos ativos de impacto 
sensorial é uma das características que se destacam para seleção de novas 
leveduras para a produção de cervejas. É importante diferenciar compostos voláteis 
de compostos ativos com impacto no sabor do produto final (soma entre percepções 
de gosto, textura e aroma), mais especificamente no aroma (Tournier et al., 2007). 
Em cervejas, os compostos voláteis somam mais de 800; já os compostos ativos 
somam apenas algumas dezenas mas, encontrados em determinadas 
concentrações, podem apontar qualidade e/ou identidade de um produto (Sannino et 
al., 2019). Na TABELA 4 são exemplificados alguns desses compostos e seus 
respectivos descritores e limiares de percepção organoléptica. 
 
TABELA 4 – COMPOSTOS ATIVOS E LIMIAR ORGANOLÉPTICO. 
Compostos Ativos Descritor Limiar organoléptico (mg/L) 
Álcoois superiores   
n-propanol Aroma alcoólico 800 
Isobutanol Aroma alcoólico 200 
Álcool Isoamílico Banana e frutado 70 
2-Fenil etanol Rosas e dulçor 125 
 
Ésteres   
Acetato de Etila Solvente, frutado e dulçor 30 
Acetato de Isoamila Banana, maçã, solvente e frutas amarelas 1,2 
 
Compostos Carbonílicos   
Acetaldeído Folhas verdes, frutado, maçã-verde 25 
Diacetil Manteiga 0,15 
FONTE: Adaptado de FlavorActiv; (2020); Olaniran et al. (2017); e Sannino et al. (2019). 
 
21 
        
 
Os compostos ativos podem atuar de forma positiva ou negativa no produto 
final a depender de sua concentração e/ou do estilo de cerveja desejado. Além 
disso, a percepção desses compostos não está apenas ligada às suas 
características individuais, mas também a fatores do meio em que estão presentes, 
como pH, temperatura, concentração de etanol, concentração e variedade de sais, 
proteínas, etc, que formam um efeito matriz; ou seja, esses compostos passam por 
interações de sinergia ou antagonismo que vão resultar no perfil organoléptico final 
(Holt et al., 2018; Lytra et al., 2013 e San-Juan et al., 2011). Por conta disso, 
algumas faixas de concentrações desejadas, como de álcoois superiores, estão 
abaixo do limiar de detecção sensorial (threshold), ou seja, nessas concentrações 
(<300 mg/L) tem papel importante nas interações, mas ao serem percebidas 
isoladamente ou em concentrações muito altas, podem trazer características 
indesejáveis (Olaniran et al., 2017). Essas concentrações desejáveis ou não, porém, 
devem ser avaliados de acordo com o perfil final esperado, o que por vezes pode 
inviabilizar a avaliação baseada nesse único aspecto (Brewers Association, 2020). 
Exemplo disso são cepas do gênero Brettanomyces ssp., que, apesar de produzirem 
compostos ativos em geral indesejáveis, descritos como “suor de cavalo”, “couro” e 
“plástico queimado”, são aplicadas a estilos de cerveja com objetivos sensoriais 
diferenciados e bem aceitos no mercado (Holt et al., 2018). 
 
2.2.6.1 Álcoois superiores 
 
Um dos tipos de metabólitos secundários resultantes do processo de 
fermentação são os álcoois superiores, diretamente relacionados ao metabolismo de 
aminoácidos nas leveduras. Esses componentes podem ter impactos positivos ou 
negativos em bebidas fermentadas a depender de sua concentração (TABELA 4) e 
interação com os demais compostos ativos, a exemplo da influência no drinkability 
do álcool isoamílico, tornando o sabor mais “pesado” (Dzialo et al., (2017 e Olaniran 
et al., (2017). Além dos impactos na indústria de bebidas, esses compostos também 
têm aplicações no combate a pragas na agricultura, por atrair insetos e possibilitar 
sua eliminação, e até mesmo como antifúngicos, por suas propriedades de inibir a 
germinação de fungos filamentosos (Ando et al., 2012; Hua et al., 2014). 
A via metabólica que melhor caracteriza a formação desses compostos 
ativos é a elucidada primeiramente por Ehrlich (1907), que dá nome à via, e é 
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composta por três processos: transaminação, descarboxilação e redução (Dzialo et 
al., 2017). 
A primeira etapa da via de Ehrlich ocorre após a assimilação dos 
aminoácidos presentes no meio, que são convertidos em α-cetoácidos em reações 
catalisadas por transaminases. Dentre as principais enzinas catalisadoras nesse 
processo, Bat1 e Bat2 são responsáveis pela transaminação de amino ácidos de 
cadeia ramificada, enquanto Aro8 e Aro9 agem em aminoácidos aromáticos, 
fenilalanina e triptofano, respectivamente (Kispal et al., 1996). A segunda etapa 
consiste na descarboxilação dos α-cetoácidos em aldeídos, catalisada por piruvato 
descarboxilases (Pdc1, Pdc5 e Pdc6) ou pela enzima fenilpiruvato descarboxilase 
(Aro10) (Dzialo et al., 2017 e Vuralhan et al., 2003). A terceira e última etapa 
consiste na redução dos “aldeídos superiores” em reações catalisadas 
principalmente por ADHs, como as citadas anteriormente no metabolismo do etanol, 
Adh1 e Adh2 (Dzialo et al., 2017). 
 
2.2.6.2 Ésteres  
 
Os ésteres podem ser encontrados em quantidades significativas em 
cervejas por serem produtos do metabolismo de leveduras, sobretudo durante a 
fermentação alcoólica (Campo et al., 2007). Eles representam um dos mais 
importantes grupos de compostos ativos com impacto nas características 
organolépticas de bebidas fermentadas (TABELA 4), com descritivos geralmente 
relacionados a aromas florais ou que lembram frutas (Brányik et al., 2008, 
Nordström, 1966 e Verstrepen; Derdelinckx, Guy; et al., 2003). A concentração 
desses componentes no produto final é um ponto chave para avaliar os efeitos 
positivos, geralmente associados a concentrações moderadas e com sinergia com 
outros compostos presentes mesmo abaixo do limiar de percepção organoléptico, ou 
negativos de sua presença, em geral relacionados a altas concentrações (Gee & 
Ramirez, 1994, Olaniran et al., 2017 e Rodrigues et al., 2008). 
As reações metabólicas potencialmente envolvidas no processo de formação 
desse grupo de compostos envolvem álcool e acetil-CoA ou acil-CoA, produzindo 
ésteres acetatos ou etil-ésteres, respectivamente. Os ésteres acetatos são os mais 
influentes na composição do bouquet aromático, devido à natureza lipofílica e de 
tamanho desses compostos em relação aos etil-ésteres. Essas reações são 
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catalisadas por álcool O-acetiltransferases (AATs), sendo as enzimas de S. 
cerevisiae Atf1 e Atf2, responsáveis pela produção de ésteres acetatos e Eeb1 e 
Eht1, na conversão a etil-ésteres (Cherry et al., 2012).  
 
3 MATERIAL E MÉTODOS   
3.1 CEPAS 
3.1.1 Isolamento a partir de Mandioca 
 
A mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi coletada, em colaboração com a 
empresa Bio4-Soluções Biotecnológicas®, de bioma Amazônico no município de 
Castanhal - PA, Brasil, de acordo com as coordenadas geográficas 1°05’25.4’’S 
47°50’46.2’’W, a partir de diferentes etapas do processo de produção de Tucupi  – 
um líquido amarelado extraído da Mandioca (FIGURA 2) - e ingrediente usado em 
diversos pratos da região norte do Brasil (Campos et al., 2017) –, sendo os produtos 
destas etapas: cascas, cortes e massa úmida macerada, os quais foram 
armazenados em sacos plásticos assépticos. O processo de isolamento iniciou-se a 
partir da submersão das matrizes (0,1 g/ml) em mosto estéril Bavarian Pilsner Liquid 
Malt Extract (Weyermann® Special Malts, 2019), 12ºP, acrescido de ampicilina (50 
μg/ml), por 72 h e temperatura de 25 ºC. Na sequência, foi aplicada a técnica de 
diluição fatorial decimal, seguida de inoculação de 100 μL em placas contendo meio 
YPD-ágar 2%, espalhamento com alça estéril, e incubação de 48 h a 25 ºC, até 














        
 
FIGURA 2 – PROCESSO DE PRODUÇÃO DO TUCUPI A PARTIR DE MANDIOCA 
 
FONTE: O Autor (2018). 
LEGENDA: Processo de lavagem dos tubérculos durante a produção do 
tucupi.  
 
3.1.2 Registro das cepas 
 
As demais cepas de leveduras investigadas nesse trabalho (TABELA 5), 
assim como as isoladas em cooperação, foram cedidas pela empresa Bio4-Soluções 
Biotecnológicas® a partir de convênio assinado entre as partes (Universidade e 
empresa) publicado no Diário Oficial da União, em novembro de 2018 (Brasil, 2018), 
para a sua utilização com finalidade de pesquisa e desenvolvimento tecnológico, 
atendendo o previsto na lei n° 13.123/2015 (20 de maio de 2015 da Presidência de 
Republica) e seus regulamentos de acesso ao Patrimônio Genético, por meio do 
Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 
Associado (SisGen); com número de cadastro A07F3A1 e A2990B1, a partir das 






        
 
 
TABELA 5 – CEPAS PREVIAMENTE ISOLADAS INVESTIGADAS NO PRESENTE 
TRABALHO 
Designação Origem 
PA091 Fermentação do jambuaçu 
PA101 Fermentação do jambuaçu 
COCOAR1 Fermentação do cacau 
MARA11 Fermentação do maracujá 




Cadastro SisGen A07F3A11 e A2990B12. 
FONTE: O Autor (2019). 
 
3.1.3 Ativação e manutenção 
 
As cepas foram recuperadas do armazenamento em meio YPD + glicerol 
(10% m/v) a -80 °C, e reativadas em meio YPD, em período de crescimento em meio 
líquido, sob agitação em frascos, por 3-5 dias, a 30 °C. A manutenção das cepas foi 
realizada em meio sólido YPD, ágar 2% (m/v) armazenado a 4°C.  
 
3.1.4 Cepas Controle  
 
As cepas comerciais SY001 (Pilsner Lager), SY004 (German Lager) e 
SY025 (American Ale) foram utilizadas como controles nos ensaios. 
 
3.2 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DAS CEPAS  
3.2.1 Extração de DNA 
 
Cerca de 1 cm2 de colônias, com 48 h de crescimento, foram transferidas para 
microtubos com sílica:celite (2:1) contendo 300 μL de brometo de cetiltrimetilamônio 
(CTAB), maceradas com bastão de vidro e, em seguida, foram adicionados mais 200 
μL de CTAB; os microtubos foram aquecidos em “banho-maria” a 65°C por 10 min. 
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Após o aquecimento, foi adicionada uma mistura de clorofórmio-álcool 
isoamílico (CIA, 500 μL, 24:1) em cada microtubo, que foi centrifugado a 16.000 g 
por 7 min e o sobrenadante transferido para um novo microtubo; esta etapa foi 
repetida mais uma vez. 
Ao sobrenadante resultante da etapa anterior, foram adicionados 800 μL de 
etanol 96% gelado, e o material foi mantido durante uma noite a -20 °C. Em seguida, 
uma centrifugação a 16.000 g por 7 min foi realizada, e o sobrenadante descartado; 
ao precipitado foi adicionado o volume 500 μL de etanol 70% gelado. Após nova 
centrifugação, a 16.000 g por 7 min, todo o sobrenadante foi descartado. 
O precipitado desta centrifugação foi desidratado e o DNA ressuspendido em 
100 μL de água ultrapura esterilizada. O microtubo com DNA foi mantido a 
temperatura ambiente por 24 h para completa hidratação. Após esse período, a 
quantificação realizada em espectrofotômetro NanoDrop™2000/2000c e a 
confirmação da qualidade do DNA em gel de agarose 1%. 
 
3.2.2 Identificação por alinhamento filogenético 
 
A identificação realizada a partir do sequenciamento parcial do material 
genético isolado, comparando a região do espaçador transcrito interno (ITS), 
utilizado por ser uma região não codificante e com alta variação, permitindo 
diferenciação dos indivíduos eucariotos como leveduras (Hall et al., 2010) e da 
região D1/D2 do gene codificador da subunidade maior do ribossomo (LSU). Os 
fragmentos do ITS 1 e 2 e do gene 5, 8.S foram amplificados por PCR com os 
primers, LS266 (5’-GCATTCCCAAACAACTCGACTC-3’) e V9G (5’-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) e a região D1/D2 foi amplificada utilizando os 
primers NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’).  
As amplificações das duas regiões foram realizadas em um volume total de 
12,5 μL, contendo 1× Tampão de PCR, 2,5 mM de MgCl2, 31 mM de DNTPs, 0,5 μM 
de cada primer, 0,03 U/mL de BioTaq DNA Polimerase e 20 ng de DNA genômico, 
sendo utilizadas as seguintes condições: 94ºC por 2 min, seguido de 35 ciclos de 
94ºC por 35 s, 52ºC por 30 s e 72ºC por 1 min, após os ciclos, novamente 72ºC por 
7 min. A temperatura de anelamento foi alterada para 48ºC para a amplificação da 
região D1/D2 de alguns isolados. Após a purificação, foi procedido o 
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sequenciamento utilizando os mesmos pares de primers, nas seguintes condições: 
96°C por 2 min, 96°C por 10 s, 52°C por 10 s, 62°C por 4 min, com 35 ciclos. O 
sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems). 
As sequências obtidas foram editadas utilizando o BioEdit Sequence 
Alignment Editor 7.2.5 e foram alinhadas, inspecionadas visualmente e realizada a 
reconstrução filogenética utilizando o software MEGA 7.0.26. As sequências 
utilizadas para construção das árvores filogenéticas foram selecionadas do banco de 
dados NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
 
3.3 CALIBRAÇÃO DE ABSORBÂNCIA E CONCENTRAÇÃO CELULAR 
 
A partir da identificação dos gêneros das leveduras em estudo, foram 
construídas curvas de calibração entre densidade óptica, observada em 
espectrofotômetro SpectraMax® Plus 384 em comprimento de onda (λ) 600 nm 
(DO600), e concentração de células viáveis, a partir de teste de viabilidade celular 
utilizando azul-de-metileno em triplicata. Deste modo, foi possível aproximar a 
concentração celular relativa a cada DO600, levando em consideração o gênero de 
cada cepa (Mueller, 2015), fazendo com que o número de células nos ensaios, 
fossem aproximados ao máximo entre as linhagens. 
 
3.4 ASSIMILAÇÃO DE MALTOSE 
 
A capacidade das cepas de utilizarem maltose como única fonte de carbono  
foi analisada em placas contendo o meio mínimo Yeast Nitrogen Based (YNB), 
Sigma-Aldrich®, acrescido de ágar 2% (m/v), maltose 2% (m/v) e ampicilina (50 
μg/mL) (Santa María, 1964). A inoculação foi realizada em gotas no volume de 5 μL, 
sem espalhamento, em concentração celular de aproximadamente 107 células/mL 
(lavadas três vezes em solução salina 0,85% estéril, por centrifugação a 2500 rpm 
por 5 min), no meio sólido citado anteriormente, com incubação por 48 h a 25 ºC. 
Os resultados foram processados a partir da observação do crescimento de 
colônias a olho nu. 
 
3.5 COMPARAÇÃO DA TAXA ESPECÍFICA MÁXIMA DE CRESCIMENTO 
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Baseado em Olivares-Marin et al. (2018), com modificações, foi avaliada a 
taxa específica máxima de crescimento das linhagens a partir da inoculação de ~107 
células/mL em 150 μL de meio YPD líquido (Briggs et al., 2004), em microplaca de 
96 poços com tampa. A microplaca foi incubada em leitor de microplaca 
SpectraMax® Plus 384 Microplate Reader a 25°C, sob agitação padrão do 
equipamento pré-leitura, por 48 h. A medição da DO600 realizada em intervalos de 30 
min, em triplicata e certificado com brancos, também em triplicata. 
Os dados obtidos a partir do ensaio de crescimento em meio líquido foram 
utilizados para obtenção de curvas de crescimento construídas e analisadas a partir 
dos pacotes growhtrates e growthcurver, utilizando software livre, RStudio, de 
linguagem R. Os códigos modificados estão disponíveis em anexo (ANEXO 2), de 
acordo com o desenvolvido por Hall et al. (2014) e Petzoldt (2017). 
 
3.6 TOLERÂNCIA ALCOÓLICA 
 
Baseando-se em protocolos de Michel (2017) e Olivares-Marin et al. (2018), 
as cepas foram submetidas a crescimento em condições de estresse alcoólico, pela 
presença de etanol, a fim de demonstrar suas respectivas respostas de tolerância 
alcoólica por meio do crescimento. 
O método seguiu as mesmas condições do ensaio de comparação de taxa 
específica máxima de crescimento, exceto pela composição do meio de crescimento. 
As cepas foram inoculadas em meio YPD líquido, adicionado de etanol a 5 ou 10% 
(v/v). A diferença entre a concentração inicial de células e a concentração final, após 
o período de 48 h, foi medida a partir da absorbância, com o instrumento 
SpectraMax® Plus 384 Microplate Reader (DO600), em triplicata. O crescimento, 
indicando a tolerância, foi detectado a partir do aumento significativo (p <0,05) da 
concentração celular em relação ao branco. 
 
3.7 ASSIMILAÇÃO DE MELIBIOSE 
 
A demonstração de assimilação de melibiose seguiu o protocolo descrito em 
White e Zainasheff (2010). O processo de inoculação, em placa com meio sólido de 
Extrato de levedura (1% m/v), peptona (2% m/v) e galactose (2% m/v), utilizou-se de 
5 μL (em gota) de suspensão de cada cepa em concentração de ~107 células/ml 
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(lavadas em centrifugação em solução salina 0,85% estéril), incubado a 30 °C e na 
ausência de luz, por 5–7 dias. A assimilação positiva é demonstrada, de maneira 
qualitativa, a partir da presença de coloração azul nas colônias, pela degradação do 
substrato X-α-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-α-D-galactosídeo), visíveis a olho nu. 
 
3.8 ENSAIO DE FLOCULAÇÃO  
 
Foram utilizadas para análise massas celulares recuperadas a partir de 
culturas de leveduras com período de crescimento de 72 h em YPD, a 25°C e 120 
rpm e a partir de centrifugação 2500 rpm (1350 x g) (Bendiak et al.,1994; 
D’Hautcourt; Smart, 1999). 
As suspensões de células foram lavadas por centrifugação com solução de 
EDTA (0,5 M, pH 7.0), e diluídas em solução salina 0,85% estéril até uma 
concentração celular de aproximadamente 106 células/mL, a partir das curvas de 
calibração construídas, no volume final de 10 mL. A floculação então mensurada de 
acordo com método de Helm, com modificações de Bendiak et al. (1994) e 
D’Hautcourt; Smart (1999). 
As suspensões de células foram submetidas a dois tratamentos 
separadamente, denominados A e B, em triplicata em cada um deles. O tratamento 
“A” corresponde a centrifugação, descarte do sobrenadante e suspensão do 
precipitado em 9,9 mL de solução salina e 0,1 mL de EDTA 0,5 M. As suspensões 
foram então homogeneizadas e 1 mL foi transferido para cubeta de leitura para 
diluição com 9 mL de água para leitura da DO600. Água estéril foi utilizada como 
branco. 
O tratamento “B” corresponde a centrifugação, descarte do sobrenadante e 
primeira lavagem do precipitado em solução de CaCl2 (0,2 mM), para saturação de 
Ca2+, seguido de lavagem em solução de CaCl2 (0,2 mM), 4,05 g/L de ácido acético 
glacial e 6,8 g de acetato de sódio, em pH 4,5, mantendo o volume de 10 mL. Com a 
homogeneização da solução e repouso por exatos 7 min, 1 mL foi retirado e diluído 
em 9 mL de água estéril, em 600 nm e de forma aleatória. 
 A porcentagem de floculação foi medida a partir da fórmula abaixo, onde A e 
B, são as médias de absorbâncias relacionadas aos tratamentos A e B, 
respectivamente. 
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Com os dados obtidos, as atividades de floculação foram comparadas com 
os grupos levantados por Verstrepen; Derdelinckx, G.; et al. (2003). Esses grupos, a 
partir de método de Helm, relacionam porcentagens de floculação de 90 a 100% à 
característica fenotípica de extrema floculação, de 40 a 90% à característica comum 




A propagação celular das cepas foi avaliada em dois ciclos de escala 
laboratorial (1:10), de acordo com Quain (2017) e Michel (2017). Os isolados em 
investigação foram recuperados na forma de colônias isoladas de placas de YPD-
ágar, inoculados, em triplicata, em tubos de ensaio com 10 mL de mosto estéril a 
12,5 °P, e incubados por 24 h, de modo estático a 25 °C. Após, o conteúdo de 
propagação foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 250 ml com volume de 
100 mL de mosto estéril a 12,5°P. Os recipientes foram incubados por 72 h, em 
agitação orbital de 90 rpm a 25°C. A vitalidade e viabilidade celular foram então 
mensuradas através da visualização de células totais e viáveis, a partir de 
microscópio óptico e utilização de azul-de-metileno, método pelo qual se avalia a 
viabilidade a partir da degradação do substrato pelas leveduras viáveis (sem 
coloração) e mortas (com coloração azul). 
 
3.10 DETERMINAÇÃO DO CONSUMO DE CARBOIDRATOS POR HPLC-RID 
 
Para avaliar o perfil de consumo dos carboidratos mono-, di- e 
trissacarídicos do mosto pelas leveduras sob estudo, foi utilizado um método 
baseado nas condições de fermentação descritas por Holt et al. (2018), Michel 
(2017) e Quain (2017), e nas condições de HPLC-RID empregadas por Jurková et 





        
 
TABELA 6 –CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS UTILIZADAS PARA 
DETERMINAÇÃO DE CARBOIDRATOS POR HPLC-RID 
Especificações 
Coluna Rezex RSO-Oligosaccharide, 200 x 10 mm 
Fase móvel Água ultrapura 
Fluxo 0,3 mL/min 
Detector Índice de refração (RID) 
Temperatura do forno 80°C 
Temperatura do detector 40°C 
Injeção 20 μL 
Tempo de corrida 60 min 
FONTE: O autor (2020). 
 
As fermentações foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL no 
volume final de 200 mL (meio + inóculo), com o uso de airlocks com solução 
sanitizante - etanol 70% (v/v) -, empregando uma concentração inicial de 12,5 x 106 
células viáveis/mL inoculadas em mosto estéril (Weyermann® Special Malts, 2019), 
a 12,5 °P (Quain, 2017), em incubação estática, a 22°C, por período de 7-8 dias, de 
acordo com a não identificação de perda de massa dentro da margem de erro do 
equipamento de medida (1 mg) em 48 ; modelo como capturado na FIGURA 3.  
As amostras foram submetidas a filtragem em filtro hidrofílico de poro 0,2 μm 
(PureTech®Syringe Filter) e diluídas em água ultrapura. A detecção dos 
carboidratos presentes foi realizada pela comparação com o tempo de retenção dos 
padrões (maltotriose, maltose e glucose) em cromatógrafo HPLC Agilent-1200 series 
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) (Tabela 6). Para a quantificação 
foi utilizada a calibração externa, a partir de curvas padrão com carboidratos de 
referência: [0,4 – 0,00125 mg/mL] para glucose, [0,4 – 0,00781 mg/mL] para maltose 
e [0,4 – 0,03125 mg/mL] para maltotriose.   
 
32 
        
 
FIGURA 3 – FRASCO COM AIRLOCK UTILIZADO PARA FERMENTAÇÃO EM 
LABORATÓRIO 
 
FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: Planta laboratorial para fermentação. 
 
3.11 ATENUAÇÃO APARENTE E ESTIMATIVA DE TEOR ALCOÓLICO 
 
A determinação de atenuação aparente e a estimativa de teor alcoólico após 
a fermentação do mosto foram realizadas baseadas nas medidas de densidade, em 
triplicata, do mosto não-fermentado e das amostras após fermentação, utilizando o 
equipamento densímetro digital DMA 4500, Anton Paar®. 
Os cálculos para determinação do grau de atenuação aparente (ADA, %) e 
porcentagem de álcool por volume (ABV, % (v/v)) foram realizados a partir das 
equações (1) e (2), respectivamente (Thesseling et al.,2019): 
 
    (1) 
onde: 
ER = extrato residual, em °P 
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EO = extrato original, em °P 
 
   (2) 
Onde, gravidade específica descreve a razão entre a densidade do mosto e 
a densidade de água pura, na mesma temperatura (Thesseling et al., 2019) : 
 
GO = Gravidade específica original 
GF = Gravidade específica final 
 
3.12 DETERMINAÇÃO DOS SUBPRODUTOS DE FERMENTAÇÃO POR GC-FID 
 
Para a detecção e a quantificação de metabólitos secundários, foi realizada 
uma mistura das três (3) observações de fermentação obtidas no ensaio anterior, 
transformando-as em uma só solução homogênea, permitindo uma análise 
quantitativa dos subprodutos de fermentação de cada cepa em estudo. Realizou-se 
a retirada de células (em centrifugação a 2500 rpm, por 10 min), e então, as 
amostras foram congeladas a -20 °C até a análise por cromatografia gasosa.  
As amostras recuperadas foram acrescidas de padrão interno (25 μL de n-
butanol), para a quantificação de acetaldeído, acetato de etila, 1-propanol, 
isobutanol e álcool isoamílico, e submetidas à destilação, recuperando-se 50% do 
volume original. A análise foi realizada em cromatógrafo gasoso equipado com 
detector de ionização de chama (GC-FID) Perkin Elmer Clarus 580 e coluna Elite 
WAX Polyethylene glycol, seguindo as configurações presentes na Tabela 7 e 











        
 
TABELA 7 – CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS UTILIZADAS NA 
QUANTIFICAÇÃO DE SUBPRODUTOS DE FERMENTAÇÃO POR GC-FID 
Especificações 
Coluna 60 m 0,25 mm Elite-WAX Polyethylene glycol, 0,25 μm 
Injeção  Autosampler, 1 μL 
Temperatura do Injetor 220°C 
Detector Ionização de chama (FID) 
Temperatura do detector 250 °C 
Temperatura do forno 40 °C; (5 °C/min), 70 °C, isoterma (7,4 min); (25 °C/min), 90 °C; isoterma (5,80 min) 
Gás de arraste N2 
Vazão de arraste 2 mL/min 
FONTE: O Autor (2020). 
 
4 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 
4.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DAS CEPAS 
 
Com o sequenciamento da região ITS, foi possível a construção de árvores 
filogenéticas (GRÁFICOS 1 e 2), utilizando-se como referência espécies presentes 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































        
 
estão indicadas em negrito. T indica type strain. Os códigos de acesso às linhagens no GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) estão indicados entre parênteses. Candida phayaonensis foi 
usada como outgroup 
 
A análise partiu de triagem preliminar entre gêneros de leveduras. Ao 
constatar os alinhamentos das cepas investigadas com os gêneros Saccharomyces 
e Pichia, foram realizadas análises para determinar verossimilhança entres clusters 
dentro desses gêneros. 
A partir da análise da árvore filogenética para Saccharomyces, a 
verossimilhança com bootstrap de 96 de 1000 replicas (ocorrência de pareamento 
entre sequências em 96% das 1000 observações realizadas aleatoriamente) entre 
as sequências das cepas investigadas, PA09, PA10, Mara1 e PM01, e da linhagem 
referência S. cerevisiae NRRL Y-12632 (NCBI:txid1330326), sugere que pertencem 
todas à mesma espécie. 
Já a partir da análise da árvore filogenética para Pichia, a linhagem Cocoa R 
apresentou verossimilhança com bootstrap de 100 em 1000 réplicas (100%) entre 
referências da espécie Pichia manshurica, sugerindo o pertencimento a mesma 
espécie. A cepa MD1 apresentou um bootstrap de 99 em 1000 réplicas (99%) com 
duas espécies de referência, P. exigua e P. paraexigua, sem a separação dos ramos 
entres essas espécies. Diante disso, a partir da análise multilocus realizada, é 
inconclusivo a determinação da espécie dessa linhagem. 
A partir do processo de extração e amplificação do DNA, foi possível 
constatar ainda que a cepa MC2 não se enquadrava em características de levedura, 
já que não foi possível a ampliação da região ITS. Há a chance de que, na realidade, 
a cepa MC2 não esteja dentro do reino Fungi – grupo de abrangência de 
identificação da região ITS (Schoch et al., 2012) –, levantando a suspeita de se 
tratar de algum procarioto, como uma bactéria resistente a ampicilina. Diante disso, 
a cepa MC2 foi excluída do grupo de investigação desse trabalho.  
Com os resultados das análises de identificação processados, as leveduras 






        
 
TABELA 8 – CONJUNTO DE CEPAS IDENTIFICADAS  
Designação Espécie Origem 
PA091 Saccharomyces cerevisiae Fermentação do jambuaçu 
PA101 S. cerevisiae Fermentação do jambuaçu 
COCOAR1 Pichia manshurica Fermentação do cacau 
MARA11 S. cerevisiae Fermentação do maracujá 
PM011 S. cerevisiae Fermentação da Cana-de-açúcar 
MC12 S. cerevisiae Fermentação da massa cevada de mandioca 
MD12 Pichia spp. Fermentação de pedaços de mandioca 
SY001 S. pastorianus Comercial 
SY004 S. pastorianus Comercial 
SY025 S. cerevisiae Comercial 
Cadastro SisGen A07F3A11 e A2990B12. 
FONTE: O autor (2019).  
 
4.2 CURVAS DE CALIBRAÇÃO DE DENSIDADE ÓPTICA EM FUNÇÃO DA 
CONCENTRAÇÃO CELULAR 
 
As curvas de calibração, ilustradas no GRÁFICO 3, entre absorbância em 
600 nm e concentração celular foram construídas após a identificação das cepas em 
investigação. Foram escolhidas duas cepas, representando, cada uma, um modelo 
para seu gênero de levedura, uma vez que foram identificados dois gêneros 
principais a partir do ITS; como modelo de Pichia spp. foi usada a cepa COCOAR e 












        
 
GRÁFICO 3 – CURVAS DE CALIBRAÇÃO DE DENSIDADE ÓPTICA (DO) EM 
FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO CELULAR (CÉLULAS/ML).  
 
FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: Medidas da média de concentração celular e a densidade óptica obtidas, 
acompanhado do desvio padrão da média, usando regressão polinomial quadrática. 
R2 de 0,98 para curva de Pichia spp.; e R2 de 0,99 para S. cerevisiae. 
 
As curvas de calibração foram melhor descritas por funções polinomiais de 
segunda ordem, como esperado em observações avaliadas por métodos de 
turbidimetria a partir de microcultivos (Held, 2010; Jung et al., 2015; Stevenson et al., 
2016).  
Ao estabelecer a turbidez de suspensões de células de leveduras, 
consideramos que o tamanho e opacidade celular sejam constantes, é possível 
verificar relações diferentes entre as absorbâncias em 600 nm e as concentrações 
celulares das duas cepas(Zakhartsev; Reuss, 2018). Para fazer a distinção e 
calibrar, com menos incerteza, a concentração de células relacionada à absorbância 
nos ensaios seguintes, assumimos que, apesar de o tamanho das células de 
leveduras poder variar bastante, a depender de fatores nutricionais e ambientais 
(Ahmad et al. (2008), o tamanho das leveduras do mesmo gênero, portanto mais 
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próximas filogeneticamente, deve permanecer similar entre si (Mueller, 2015 e 
Zadrag-Tecza et al., 2018).  
 
4.3 ISOLADOS A PARTIR DA MANDIOCA 
 
O isolamento se deu de forma a favorecer o crescimento de leveduras que 
fossem  capazes de fermentar matriz rica em amido, como é característica da 
mandioca (Campos et al., 2017), e selecionar os microrganismos que pudessem se 
adequar ao ambiente de fermentação. É sabido que propriedades do meio 
fermentativo, como pH ácido e alta concentração de dióxido de carbono, são 
características que beneficiam o domínio ecológico de leveduras desejáveis e a 
assepsia do processo, agindo como barreira de crescimento de bactérias 
patogênicas (Liu, 2015), para além do antibiótico utilizado. 
A partir desse método de seleção, foram isoladas 3 cepas de 
microrganismos, distintas morfologicamente, a partir de duas fontes de mandioca: 
cortes (MD1 e MD2) e massa úmida macerada (MC1). Não foi possível a 
manutenção de cepas obtidas a partir das cascas de mandioca usadas. Outras 
cepas foram obtidas durante o mesmo processo de isolamento; porém, seja por 
conta de questões nutricionais específicas, simbioses ou dinâmica celular (Ali et al., 
2018 e Jackson, 2014), não foi possível a manutenção delas em laboratório. 
A partir desse resultado, as cepas isoladas passaram por identificação 
molecular, triagem e na sequência caracterização quanto a perfis relacionados à 
indústria cervejeira.  
 
4.4 ASSIMILAÇÃO DE MALTOSE 
 
Para que se possa demonstrar a assimilação de maltose como fonte de 
carbono, é necessário usar um meio que tenha este dissacarídeo como fonte única 
de carbono (Santa María, 1964). O meio Yeast Nitrogen Base é um meio mínimo 
adequado para determinar a utilização de fontes de carbono por leveduras (HiMedia 
Laboratories, 2015); assim, o crescimento celular nesse meio indica a assimilação 
de maltose.  
Todas as cepas de interesse nesse ensaio, apresentaram crescimento em 
meio mínimo com maltose, como indicado na FIGURA 4. A demonstração de que as 
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linhagens metabolizam maltose em aerobiose é um resultado desejável, diante da 
abrangência desse carboidrato no meio fermentativo (Stewart, 2009), e encerra a 
etapa de triagem relacionada à assimilação de carboidrato, visto que nem todas as 
leveduras metabolizam esse carboidrato em condições aeróbicas e/ou anaeróbicas 































        
 
 
FIGURA 4 – AVALIAÇÃO DE ASSIMILAÇÃO DE MALTOSE EM PLACA 
 
FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: Placa com meio líquido YNB, Sigma-Aldrich® com maltose para avaliar as 
diferentes cepas: (A) SY001; (B) SY004; (C) PA09; (D) PA10; (E) COCOAR; (F) MARA1; (G) MC1; 
(H) MC2, excluída das análises após ensaio de identificação filogenética; (I) PM01; (J) MD1. 
 
4.5 TAXA ESPECÍFICA MÁXIMA DE CRESCIMENTO (μMAX) 
 
A μmax é um parâmetro chave para processos fermentativos (Van Hoek et al., 
1998), sendo utilizado em diversos trabalhos como fator de comparação de 
eficiência entre leveduras para utilização na indústria cervejeira (Alvarez et al., 2014; 
Araújo et al., 2018; Gassler et al., 2020; Van Hoek et al., 1998; Sampaio et al., 2017 
e Slouka et al., 2017). Calculamos esse parâmetro do crescimento das leveduras em 
estudo no meio YPD nas condições de escala laboratorial descritas anteriormente. 
Foram utilizadas as leveduras comerciais disponíveis como referência de 
comparação, uma vez que as leveduras comerciais já são utilizadas na indústria e 
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que nossos ensaios não mimetizam condições industriais, impossibilitando o uso de 
referências industriais (Smart,2017). 
Para o processamento adequado das curvas de crescimento (modelos não-
lineares submetidos a transformação logarítmica), as configurações padrão no 
algoritmo foram modificadas: a variável “h”, que está relacionada com o número de 
pontos da curva de crescimento a serem considerados para determinar a melhor 
disposição do traçado tangente, foi modificada em cada curva para abranger apenas 
o período log, desconsiderando as fase de aceleração e desaceleração, pré- e pós-
fase log, respectivamente. Dessa maneira, foi possível adequar os cálculos aos 
diferentes perfis de curvas encontrados. Entretanto, o valor de quota – referente ao 
coeficiente de determinação (R2) - não foi modificado, sendo utilizado em 0,95 
(ANEXO 2). 
 
GRÁFICO 4 – COMPARAÇÃO ENTRE MÉDIAS DA TAXA ESPECÍFICA MÁXIMA 
DE CRESCIMENTO (ΜUMAX) EM MEIO YPD.  
 
FONTE: O Autor (2019). 
LEGENDA: A análise ANOVA comparou as médias de μmax das cepas investigadas 
com as obtidas pelo controle comercial SY004 (S. pastorianus), pelo método de 
comparações múltiplas de Dunnett (α = 0,001), e serviu como base na construção do 
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gráfico. (*) Descreve diferença significativa e (ns) descreve diferença não-
significativa, em relação ao controle. 
 A partir da análise estatística por comparações múltiplas de Dunnet, é 
possível estabelecer diferenças nítidas entre dois grupos de interesse: (1) o grupo 
com as cepas com médias de μmax próximos ou superiores ao controle SY004 e (2) a 
cepa MD1 com μmax significativamente abaixo do controle (p<0,0001). Essa última 
cepa, isolada de mandioca inteira, não tendo μmax similar ou superior à cepa 
comercial controle foi excluida da triagem. 
As cepas PA09, PA10, MC1 e Cocoa R apresentaram μmax sem diferença 
significativa quando comparadas à linhagem controle, empregando taxa de erro 
familiar (α) de 0,001 (IC 99,9%), e diferença superior empregando α = 0,05 (IC = 
95%), de acordo com a análise ANOVA com método Dunnet. Deste modo, assim 
como as demais cepas dentro do grupo (1) foram consideradas aptas, uma vez que 
tiveram desempenho melhor ou comparável – dentro das limitações do modelo 
laboratorial – à linhagem controle já utilizada na indústria cervejeira. 
 
4.6 TOLERÂNCIA ALCOÓLICA 
 
As cepas em estudo foram submetidas a crescimento em estresse alcoólico 
nas concentrações de etanol 5 e 10% (v/v), para investigação de sua tolerância e de 
sua habilidade de fermentação sequencial/secundária no processo de produção de 
cervejas, como realizado por (Michel et al., 2016). A partir da comparação da 
diferença  de turbidez (p<0,05), indicando crescimento significativo, das cepas com o 
branco (meio sem células) e o controle com a linhagem comercial SY001 (S. 
pastorianus), com tolerância ao etanol de 9% ABV (Bio4, 2020), realizada análise 
estatística (ANEXO 3.A) para a construção da TABELA 9. 
 
TABELA 9 – CRESCIMENTO EM ESTRESSE ALCOÓLICO  
Etanol 
%(v/v) Branco SY001 PA09 PA10 
Cocoa 
R MARA1 MC1 PM01 
5 - + + + + + + + 
10 - - + + - - + - 
FONTE: O autor (2019).  
LEGENDA: (+) indicando o crescimento e (-) indicando o não crescimento. 
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As cepas PA09, PA10 e MC1 apresentaram crescimento em 10% (v/v) etanol, 
enquanto, para Cocoa R, MARA1 e PM01, a mesma concentração se mostrou letal. 
Desse modo, é possível realizar fermentações secundárias em cervejas com 
concentração de etanol em até 10% (v/v) com as cepas PA09, PA10 e MC1, 
enquanto as cepas Cocoa R, MARA1 e PM01 podem ter habilidade de fermentação 
secundária em cervejas com concentração de etanol de até 5% (v/v).  
 
4.7 ASSIMILAÇÃO DE MELIBIOSE 
 
A principal resposta que se procura responder com o ensaio de assimilação 
de melibiose é a diferenciação de leveduras do tipo ale e lager (Sampaio et al., 
2017). Para isso foi realizado o ensaio pelo método X-alfa-GAL, que tem como 
principal característica conferir coloração azulada em cepas capazes de assimilar 
melibiose, a fim de investigar a assimilação desse dissacarídeo pelas cepas em 
estudo (TABELA 10). 
 
TABELA 10 – ASSIMILAÇÃO DE MELIBIOSE EM MEIO SÓLIDO  
SY001 SY004 PA09 PA10 Cocoa R MARA1 PM01 MC1 
+ + - - + - + + 
FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: (+) indicando a presença de coloração azul e (-) indicando a ausência de 
coloração azul. Registro fotográfico no ANEXO 1.  
 
Utilizando como controle positivo as linhagens SY001 e SY004, ambas S. 
pastorianus (melibiose-positivas), foi possível atribuir o mesmo fenótipo melibiose-
positivo às cepas Cocoa R (P. manshurica), PM01 (S. cerevisiae) e MC1(S. 
cerevisiae).  
Para a cepa Cocoa R, o fenótipo positivo de assimilação de melibiose 
contrasta, a nível de espécie, com a o trabalho realizado por Tolieng et al. (2018), 
que identificou a não-assimilação de D-melibiose por linhagens da espécie P. 
manshurica. Entretanto, há diferenças quanto a fonte de isolamento das linhagens, 
onde nesse trabalho a linhagem de P. manshurica foi isolada de fruto de cacau, 
enquanto que as investigadas por Tolieng et al. (2018) foram isoladas de diferentes 
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etapas do processamento de cana-de-açúcar, o que pode indicar uma diferença 
adaptativa ao meio (Wisecaver et al., 2014). 
Para as linhagens de S. cerevisiae, PM01 e MC1, a assimilação de 
melibiose não é esperada (Sampaio et al., 2017). Na ausência de sinais 
morfológicos de contaminação, somada a incerteza em relação a ensaios fenotípicos 
serem suficientes para distinguir leveduras Saccharomyces como ale ou lager 
(Gallone et al., 2017; Nakao et al., 2009), sugere-se que a classificação seja 
inconclusiva. Nesse caso, duas principais hipóteses devem ser investigadas para 
diminuir a incerteza quando a classificação dessas cepas; primeiramente sobre a 
hipótese de contaminação indistinguível morfologicamente; e segundo, sobre a 
hipótese de que a identificação a partir da região do ITS não seja suficiente para 
diferenciação entre linhagens de S. cerevisiae e S. pastorianus, sendo assim, 
necessárias analises de outras regiões do genoma (Gallone et al., 2017 e Kopecká 
et al., 2016) 
 
4.8 ENSAIO DE FLOCULAÇÃO COM EDTA  
 
Os resultados aqui apresentados têm como objetivo a caracterização da 
floculação, para direcionamento da aplicação em potencial, visto que diferentes 
estilos de cerveja podem contar com leveduras de uma ampla variedade de perfis de 
floculação, atendendo, por exemplo, a especificações de aspecto visual. Com as 
médias de floculação de cada linhagem, em triplicata, foi possível a comparação do 
nível de floculação com os grupos apontados (ver item 2.1.5) por Verstrepen e 
Derdelinckx; et al. (2003). O princípio da técnica empregada é ação reguladora do 
Ca2+ na floculação, usando da propriedade quelante do EDTA para inibir a floculação 
para posterior indução por meio da saturação o íon cátion de cálcio (ver item 2.1.5). 
Todas as cepas apresentaram médias de porcentagem de floculação 
comparáveis às linhagens utilizadas na indústria, entre 40-90%, como apontado por 
Verstrepen; Derdelinckx, G.; et al. (2003). É possível também classificá-las com base 
nos padrões da American Society of Brewing Chemistry (ASBC), onde as linhagens 
PA09 (58%), PA10 (62%), Cocoa R (68%), PM01 (63%) e MC1 (63%), estariam no 
grupo de floculação moderada; e a linhagem MARA1 (88%), no grupo de leveduras 
muito floculentas (ASBC Technical Committe, 2011). A confiabilidade do método foi 
confirmada a partir da análise das cepas controle (SY004 e SY025), que apresentam 
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nível de floculação comercialmente comunicado como “médio”, reproduzido no 
ensaio (GRÁFICO 5). 
 
GRÁFICO 5 – PORCENTAGENS DE FLOCULAÇÃO 
 
FONTE: O Autor (2020). 
LEGENDA: As linhagens com desvio padrão da média (IC de 95% e t-test, α = 0,05, 
significativo) destacado em linhas laranja.  
 
De acordo com os resultados observados neste trabalho, sugere-se que, 
para a melhor caracterização futura de cada cepa, sejam feitas mais observações, a 
fim de estabelecer com menos incerteza, além da classificação de nível de 
floculação pertencente, o nível de floculação médio. A importância do tamanho do 
universo amostral, nesse caso, para além de fins estritamente estatísticos, está 
relacionada à instabilidade que o perfil de floculação pode demonstrar entre 
gerações de repique. Isso ocorre por uma questão de envelhecimento celular, em 
que células mais velhas podem exibir tamanho celular maior, se comparadas a 
células mais jovens, resultando em maiores concentrações de quitina na membrana 
e, por consequência, maior habilidade de adesão intercelular pela aumento da 
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hidrofobicidade (Powell et al., 2003), ou por instabilidades genotípicas ligadas ao 
gene lg-FLO1, que levam à mudança do fenótipo de floculação, como observado por 
Sato et al. (2001). 
 
4.9 PROPAGAÇÃO CELULAR 
 
A propagação celular é um parâmetro chave para o processo de 
fermentação, pois é essencial para alcançar a adequada concentração de inóculo 
para iniciar o processo (Quain, 2017).  
No ensaio de propagação, a maior parte das cepas alcançou números 
satisfatórios relativos à concentração celular, no intervalo de 2,06 x 108 a 4,59 x 108 
células/mL, e com viabilidade >98%, quando comparados aos números indicados 
como propagações bem sucedidas, 2,0 x 108 células/mL e com alta viabilidade 
celular (>95%) por Quain (2017). A única exceção foi a cepa Cocoa R que, apesar 
de apresentar uma elevada viabilidade celular (>99%), teve uma média de 
concentração abaixo da desejada, alcançando 6,6 x 107 células/mL (GRÁFICO 6). 
Apesar das limitações comparativas dos ensaios em escala laboratorial com 
os em escala de operação completa (Smart, 2017), e do ensaio realizado ter elevado 
a escala de propagação apenas até a escala laboratorial baseada em (Quain, 2017), 
para fins de triagem do potencial de uso na indústria cervejeira, usamos o a 
concentração celular e viabilidade referência citada anteriormente para fazer uma 
nova triagem entre as cepas. Consequentemente, nessa nova etapa e nas 













        
 
GRÁFICO 6 – CONCENTRAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR. 
FONTE: O Autor (2020). 
LEGENDA: (A) Médias das concentrações celulares (células/mL) alcançadas pelas cepas. 
Desvio padrão da média destacado em linhas laranjas, com intervalo de confiabilidade de 
95%. (B) Viabilidade celular (%) de cada cepa, com adição do desvio padrão da média. 
 
50 
        
 
4.10 DETERMINAÇÃO DO CONSUMO DE CARBOIDRATOS POR HPLC-RID 
 
Após o cessar da fermentação primária, foi avaliado o consumo de 
carboidratos do mosto estéril (Weyermann® Special Malts, 2019), a 12,5 °P, por 
HPLC-RID (TABELA 11). Uma vez que o método cromatográfico utilizado não é 
capaz de diferenciar os monossacarídeos frutose e glucose e os dissacarídeos 
maltose e sacarose (sobreposição nos tempos de retenção), os resultados são 
apresentados considerando o consumo de carboidratos a nível de seus tamanhos 
moleculares. De qualquer forma é importante destacar que a composição do mosto 
cervejeiro contempla baixas percentagens de frutose e sacarose (1-2% de cada um). 
TABELA 11 – CONSUMO DE CARBOIDRATOS DO MOSTO PELAS CEPAS AVALIADAS  
Tipo de 
carboidrato Padrão de referência 
Consumo médio (% +SEM) das cepas 
PA09 PA10 MARA1 MC1 PM01 




(0,1) 69,8 (7,6) 
89,8 
(0,4) 


















FONTE: O Autor (2020).  
LEGENDA: Médias de consumo de carboidratos do mosto estéril (Weyermann® Special 
Malts, 2019), a 12,5 °, acompanhadas de desvio padrão da média; (a) padrões Sigma-
Aldrich para HPLC. Os limites de quantificação para os três padrões são 4,93 x 10-3 mg/mL 
para glucose, 2,20 x 10-3 mg/mL para maltose e 1,33 x 10-2 mg/mL para maltotriose. SEM, é 
referente a desvio padrão da média, do inglês Standard error of mean. 
 
Os monossacarídeos foram fermentados em diferentes proporções pelas 
leveduras investigadas, com destaque positivo para as cepas PA09 e MARA1, cujos 
consumos foram maiores que 90%, em relação a concentração inicial. Para os 
dissacarídeos, destacaram-se as cepas PA09, MARA1 e PM01, todas com consumo 
acima de 95% do extrato inicial. O consumo de maltotriose, entretanto, mostrou-se 
pouco promissor por todas as cepas, apresentando o maior consumo médio pela 
cepa MARA1, com 25%.  
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Em termos de potencial para a indústria cervejeira, o consumo alto de 
glucose e maltose é habilidade elementar para qualquer levedura (Stewart, 2017). 
Por outro lado o consumo de maltotriose é desejável, mas não necessariamente o 
consumo completo (Sampaio et al., 2017). Somando ao fato de que leveduras não-
convencionais tendem a demonstrar baixos níveis de fermentação se comparadas a 
leveduras domesticadas, é possível destacar as leveduras PA09, MARA1 e PM01 
como leveduras com potencial aceitável de consumo de carboidratos. 
 
4.11 ATENUAÇÃO APARENTE E ESTIMATIVA DE TEOR ALCOÓLICO 
 
Ao investigar a atenuação aparente das cepas, assim como a estimativa de 
teor alcoólico, os resultados obtidos demonstraram baixos índices de ambas 
características (TABELA 12), quando comparados com leveduras Saccharomyces 
convencionais. Esse resultado pode ser considerado esperado, em se tratando de 
leveduras não-convencionais, o que, portanto, não exclui seus potenciais (Iattici et 
al., 2020).  
 
TABELA 12 – TEOR ALCOÓLICO E ATENUAÇÃO APARENTE  












fermentado 1,049 (0,000) 1,051 (0,000) 0 12,5 - 
PA09 1,022 (0,003) 1,023 (0,002) 3,592 (0,347) 6,0 52,76 (5,10) 
PA10 1,027 (0,000) 1,029 (0,000) 2,899 (0,002) 7,0 42,58 (0,04) 
MARA1 1,017 (0,000) 1,018 (0,000) 4,249 (0,002) 4,5 62,42 (0,02) 
MC1 1,024 (0,000) 1,026 (0,000) 3,213 (0,002) 6,5 47,19 (0,03) 
PM01 1,018 (0,000) 1,020 (0,000) 4,088 (0,001) 5,0 60,06 (0,01) 
FONTE: O Autor (2020). 
LEGENDA: Médias acompanhadas de desvio padrão entre parênteses; aMedidas de °P são 
apresentadas em intervalos de 0,5, por isso os valores foram arredondados.  
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Com relação à estimativa de teor alcoólico alcançado ao fim da fermentação 
primária do mosto, as cepas exibiram concentrações alcoólicas mais elevadas que 
cervejas obtidas com cepas não-convencionais já utilizadas no mercado cervejeiro, 
como é o caso da espécie Torulaspora delbrueckii (White Labs, 2020), cujo perfil de 
teor alcoólico gira em torno de 2,66% (v/v) e cujo uso é valorizado principalmente 
por conta do seu impacto nas características sensoriais do produto final (Canonico et 
al., 2016). 
Quanto à atenuação, destacam-se nessa investigação as cepas PA09, 
MARA1 e PM01, que apesar de apresentarem consumo de monossacarídeos e 
dissacarídeos acima de 90% (Tabela 11), apresentaram perfis de baixa atenuação 
aparente. Esses dados podem indicar uma rota metabólica que não atinge, como 
produto final, uma proporcionalidade direta do consumo de maltose em conversão 
alcoólica como o esperado em leveduras convencionais (Boulton, 2017 e Iattici et al., 
2020). Da mesma forma sugerem que possa ser causado por uma não 
domesticação dessas linhagens à formação de etanol, uma vez que esse fenótipo 
tem sido otimizado por domesticação por milhares de anos (Gallone et al., 2016). 
Isto vale até mesmo para linhagens de S. cerevisiae, como as citadas, uma vez que 
estudos genealógicos entre linhagens sugerem que a espécie não é  completamente 
domesticada (Fay; Benavides, 2005).  
A partir desses dados, descarta-se a aplicação das cepas que estão sendo 
avaliadas em fermentações completas, uma vez que atenuações aparentes 
esperadas para mosto de 12 °P estejam pelo menos em torno de 70-85% (Michel, 
2017). Entretanto, essa característica, se somada às tolerâncias alcoólicas 
encontradas, reforçam a hipótese de uso potencial com objetivo de consumo de 
carboidratos, com destaque para a produção dos compostos ativos, sem grande 
incremento da concentração alcoólica, em pós-fermentação ou fermentação 
sequencial (Holt et al., 2018 e Michel, 2017). Essa estratégia permite a obtenção de 
um fermentado mais seco (sem ou baixo dulçor, sensorialmente), sem que se 
obtenham concentrações de etanol elevadas.  
 
4.12 QUANTIFICAÇÃO DE SUBPRODUTOS DE FERMENTAÇÃO POR GC-FID 
 
A quantificação dos subprodutos de fermentação foi realizada na empresa 
Bio4-Soluções Biotecnológicas e teve como alvos de detecção um composto 
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carbonílico, um acetato e três álcoois superiores de relevância na indústria (curvas 
de calibração no ANEXO 3.B e cromatogramas no APÊNDICE). A avaliação teve um 
caráter parcial, uma vez que vários outros subprodutos podem ser produzidos ao 
longo da fermentação. Os dados obtidos são apresentados na TABELA 13, com 
medidas de concentração de acetatos e álcoois superiores de cada cepa, obtidas a 
partir das misturas homogêneas de três observações, sem intervalos de confiança 
(principalmente devido a limitações de estrutura impostas pelo número de amostras), 
























































































































































































































































































































































































































































































Nessa investigação, destacam-se negativamente as leveduras PA09 e 
PM01, ambas apresentando uma alta produção de acetaldeído, composto 
carbonílico ativo indesejável quando acima de seu threshold relativo (25 mg/L) em 
fermentações convencionais, por apresentar odores descritos com “gramínea” 
(Olaniran et al., 2017) e com possíveis efeitos mutagênicos no DNA mitocondrial das 
leveduras (Ristow et al., 1995). Apesar disso, ambas leveduras apresentaram 
consumos médios de monossacarídeos e dissacarídeos de aproximadamente 90,4 e 
88,2%, respectivamente (TABELA 11); perfil de floculação média (GRÁFICO 5); μmáx 
comparáveis com a linhagem comercial de referência (GRÁFICO 4) e tolerância 
alcoólica de no mínimo 5% (v/v), para PM01, e 10% (v/v), para PA09 (TABELA 9). 
Todas essas características advogam no sentido de se investigar mais a fundo as 
causas da produção excessiva de acetaldeído nas duas cepas, para que não sejam 
descartadas de imediato. Afinal, o uso em pós-fermentações parece viável, primeiro 
por conta da tolerância alcoólica, mas também devido à tendência de aumento da 
produção de acetaldeído na presença de oxigênio (Curiel et al., 2016 e Romano et 
al., 1999), comum na fase log do crescimento de uma fermentação primária, o que 
seria minimizado caso a aplicação das cepas fosse em uma fermentação 
secundária.  
Além disso, a produção média de acetato de etila da cepa PA09 (18,6 mg/L), 
assim como a soma da produção de álcoois superiores de ambas as cepas, são 
similares às concentrações médias encontradas em cervejas fermentadas por S. 
pastorianus com extrato inicial de 12 °P, 19 mg/L para acetado de etila e entre 50-
136 mg/L na soma de álcoois superiores (Michel, 2017; Narziß et al., 2017; Rehm, 
1967 e Renger et al., 1992). 
Acerca da produção de acetato de etila, um solvente com várias aplicações 
industriais devido ao seu impacto amigável ao meio ambiente (Löser et al., 2014), a 
cepa PM01 foi a que menos se destacou entre as cepas investigadas, as quais 
apresentaram produção de 12,6 a 20,1 mg/L, enquanto que a média encontrada na 
fermentação (extrato original de 12 °P) de S. pastorianus foi de 19 mg/ L ((Michel, 
2017; Narziß et al., 2017; Rehm, 1967 e Renger et al., 1992), e em leveduras não-
Saccharomyces, como Torulaspora delbrueckii e Brettanomyces anomala, a 
produção é de 23,4 e 20,9 mg/L, respectivamente (Michel et al., 2016 e Yakopson, 
2010). Visto que fermentações de cervejas com S. cerevisiae chegam a uma 




linear organoléptico (30 mg/L), as cepas investigadas não se mostram potenciais 
produtoras desse composto a nível de fermentação primária, além da característica 
principal de atenuação; porém, principalmente em se tratando das cepas PA09 e 
MC1 (com tolerância alcoólica de pelo menos 10% v/v), poderiam ser candidatas a 
agentes de potencialização dessa característica, e outras, durante fermentações 
subsequentes, como na maturação, por exemplo. 
Em relação aos álcoois superiores, em especial o álcool isoamílico, com 
descritor organoléptico de óleo fúsel, éster e banana/frutas amarelas (Charalambous 
& Inglett, 1983; Dzialo et al., 2017; FlavorActiv, 2020 e Olaniran et al., 2017), a 
produção de todas as cepas em investigação ficou dentro do intervalo de produção 
associado à S. pastorianus, tanto para álcool isoamílico (38-100 mg/mL) quanto para 
a soma de álcoois superiores (50-136 mg/mL), em fermentações de extrato original 
de 12 °P (Michel, 2017 e Renger et al., 1992). Destaca-se a cepa PA09 que, na 
soma da produção média, superou a de outras cepas não-convencionais como B. 
bruxellensis (26,12 mg/mL), e T. delbruecki (101,82 mg/mL) (Michel, 2017; Michel et 
al., 2016 e Yakopson, 2010). 
É perceptível, quando se comparam os dados obtidos no ensaio de 
atenuação (TABELA 12) e no de metabólitos secundários (TABELA 13) com os da 
literatura, a tendência de produção de álcoois superiores e acetato em detrimento da 
concentração final de etanol, como observado por Gamero et al. (2016), em triagem 
de 143 espécies de leveduras não-convencionais. Essa característica pode estar 
ligada ao fato de que as leveduras desse tipo não passaram por processos de 
domesticação direcionados à produção de etanol como as cepas industriais (Gallone 
et al., 2016). Esses dados destacam o potencial de adição de compostos ativos 
extras para mudanças no bouquet de aromas de cervejas e manutenção da 




A fim de reunir as características de destaque dos resultados apresentados, 
são aqui apresentados um resumo de cada cepa investigada até o final desse 













































































































































































































































































































































































































































































5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Em resumo, as cepas derivadas de matrizes brasileiras investigadas até aqui 
demonstram, em fermentação de mosto, potencial que as qualificam para 
investigações relacionadas a fermentações secundárias, principalmente devido às 
suas características de tolerância alcoólica e perfis de metabólitos secundários (Holt 
et al., 2018 e Michel, 2017). No entanto, não é possível afirmar quanto ao total 
potencial dessas cepas na indústria, no sentido mais restrito do produto final, devido 
à limitação da escala laboratorial em mimetizar as condições da escala industrial 
(Smart, 2017), além da complexidade e das especificações intrínsecas de cada tipo 
de cerveja, sejam artesanais ou não (Brewers Association, 2020). 
Diante disso investigações realizadas nesse trabalho apresentaram cepas 
de leveduras não-convencionais como candidatas, em maior ou menor grau, para o 
uso em fermentações alternativas na indústria cervejeira, comparando-as com cepas 
já utilizadas comercialmente nessa indústria e/ou com trabalhos relacionados à 
prospecção de leveduras para fins similares.  
Apesar de revogado pelo Decreto n° 9.902, de 8 de julho 2019, da 
Presidência da República do Brasil, o parágrafo único da legislação brasileira que 
proibia o uso de aromatizantes, flavorizantes e corantes artificiais em cervejas, o uso 
de componentes ativos com impacto organoléptico a partir de fontes naturais e de 
processos biotecnológicos continua a ser tendência em pesquisa e no mercado de 
alimentos e bebidas. Por isso, a continuidade e o aprofundamento dos esforços em 
investigar os microrganismos derivados de matrizes da biodiversidade brasileira para 
esses fins, como foi a essência desse trabalho, é fundamental pela convergência de 
aspectos econômicos e valorização simbólica de nossos recursos naturais. 
 
5.1 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
Como já dito anteriormente, recomenda-se o aprofundamento das 
investigações no que diz respeito às características de cada cepa – no intuito de 
acumular mais informações acerca de suas propriedades individuais –, e também a 
otimização da estrutura de ensaios para escalas industriais. Entre as 





 Investigação da viabilidade, eficiência e impactos de co-fermentação 
com leveduras convencionais; 
 Impacto da produção de cerveja no comportamento fisiológico das 
cepas não-convencionais; 
 Ampla investigação dos subprodutos de fermentação em mosto; 
 Ampla investigação dos subprodutos de fermentação em cerveja ale 
e/ou lager; 
 Aprofundamento em aspectos como tolerância alcoólica e 
floculação; 
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ANEXO 1 – IMAGENS 
 
A. Crescimento em meio sólido Yeast peptone D-Galactose  
 
FONTE: O autor (2018). 
LEGENDA: Culturas das linhagens em investigação após incubação por 7 dias, para ensaio de 
assimilação de melibiose. (A) MARA1, (B) PM01. (C) MC1, (F) SY001, (G) SY004, (H) PA09, (I) 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































K. CROMATOGRAMA GC-FID DA DESTILAÇÃO DO MOSTO FERMENTADO 
PELA CEPA PA09 
 












L. CROMATOGRAMA GC-FID DA DESTILAÇÃO DO MOSTO FERMENTADO 
PELA CEPA PA10 
 
 












M. CROMATOGRAMA GC-FID DA DESTILAÇÃO DO MOSTO FERMENTADO 
PELA CEPA MARA1 
 
 












N. CROMATOGRAMA GC-FID DA DESTILAÇÃO DO MOSTO FERMENTADO 
PELA CEPA MC1 
 
 












O. CROMATOGRAMA GC-FID DA DESTILAÇÃO DO MOSTO FERMENTADO 
PELA CEPA PM01 
 
 












ANEXO 2 – CODIGO R 
 
Código usado em plataforma de linguagem R para processamento de dados 
relativos a taxa de crescimento especifica máxima (μmax): 
 
##mumax methodology 
##Importing Data from 96 microplate 
Plate <- read.table("file:///C:/Users/adm/File/Data(raw).csv" 
                    , header = TRUE, 





#Using GrowthCurve Pack to plot each well growth Curve 
library(growthcurver) 





fitA5 <- fit_easylinear(Plate$Time, Plate$A5, h = 15, quota = 0.95) 
par(mfrow =c(1, 2)) 
plot (fitA5) 
plot (fitA5, log = "y") 
coef(fitA5) 
 
fitA6  <- fit_easylinear(Plate$Time, Plate$A6, h = 15, quota = 0.95) 
par(mfrow =c(1, 2)) 
plot (fitA6) 
plot (fitA6, log = "y") 
coef(fitA5) 
 
fitA11  <- fit_easylinear(Plate$Time, Plate$A11, h = 15, quota = 0.95) 
par(mfrow =c(1, 2)) 
plot (fitA11) 






ANEXO 3 – TABELAS E GRÁFICOS 
 
A. Tolerância alcoólica em comparação com cepa SY001 
Fonte: Autor (2020) 
LEGENDA: Gráfico com estatística da tolerância alcoólica. 
(A) 5% e (B) 10%  
 
B. Curvas de calibração de compostos carbonílicos, acetato e álcoois 
superiores 
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